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Résumé 
 
Les « siRNA » sont des molécules double brin d'acide ribonucléique capables d'inhiber 
l'expression d'un gène spécifique, présentant ainsi un fort potentiel thérapeutique pour les 
maladies génétiques, les cancers et les infections virales. Cependant, son utilisation in vivo est 
restreinte par sa sensibilité à la dégradation enzymatique. Le projet de thèse consiste à créer un 
système de vectorisation des siRNA pour des applications in vivo. Nous avons synthétisé des 
copolymères à blocs amphiphiles biocompatibles et biodégradables capable de s'auto-assembler 
en diverses structures et d'encapsuler les siRNA. Les propriétés physico-chimiques des 
assemblages formées et l'évaluation cellulaire préliminaire est réalisée 
 
 
Amphiphilic block copolymers are molecules composed of hydrophilic and hydrophobic 
segments having the capacity to spontaneously self-assemble into a variety of supramolecular 
structures like micelles and vesicles. Here, we propose an original way to self-assemble 
amphiphilic block copolymers into a supported bilayer membrane for defined coating of 
nanoparticles. The heart of the method rests on a change of the amphiphilicity of the copolymer 
that can be turned off and on by varying the polarity of the solvent. In this condition, the 
assembly process can take advantage of specific molecular interactions in both organic solvent 
and water. The higher gene silencing activity of the copolymer-modified complexes over the 
complexes alone shows the potential of this new type of nanoconstructs for biological 
applications, especially for the delivery of therapeutic biomolecules. 
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L’utilisation croissante des biomolécules telles que les anticorps monoclonaux, les protéines 
thérapeutiques et les acides nucléiques pour le traitement de diverses pathologies représente 
une des avancées récentes d’importance en médecine. Parallèlement aux recherches en 
génomique et en protéomique qui ont permis d’identifier et de synthétiser ces molécules, il 
convient de souligner combien la galénique, c'est-à-dire la formulation de ces molécules en 
préparation administrable chez un patient, a également progressé à pas de géant ces deux 
dernières décennies. Alors que les formulations pharmaceutiques traditionnelles avaient un rôle 
somme toute assez passif d’excipient, les nouvelles approches galéniques ont complètement 
évolué vers la conception de systèmes, dits actifs, de délivrance des biomolécules. Ainsi, la 
galénique n’est plus uniquement la science de la mise en forme des médicaments, mais aussi 
celle qui imagine et conçoit les systèmes de délivrance de demain qui permettront de cibler 
spécifiquement des organes, des tissus ou des cellules pour y libérer de manière contrôlée des 
molécules thérapeutiques. En accordant un rôle aussi important au vecteur qu’à la molécule 
qu’il transporte, c’est bien la ‘philosophie’ de la galénique qui a évolué vers de nouveaux 
horizons. 
Parmi les nombreuses conséquences de cette évolution, il en est une toute particulière qu’il 
convient de souligner, c’est le rapprochement des disciplines scientifiques. En effet, seul un 
décloisonnement de la biologie, de la chimie et de la (bio) physique permet de mettre en œuvre 
des systèmes de vectorisation performants, tels que ceux développés récemment qui combinent 
un ciblage actif, la libération déclenchée de biomolécules sous le contrôle d’un stimulus 
biologique et le tout associé à des modalités d’imagerie en temps réel pour suivre le processus 
complet. 
De ce point de vue, il est intéressant de remarquer combien une discipline aussi éloignée de 
la biologie que la chimie des polymères a pu émerger dans le domaine de la vectorisation, à tel 
point que la conception de systèmes de délivrance de gènes ou de médicaments représente la 
principale activité de recherche de nombreuses équipes de polyméristes dans le monde. La 
raison de rapprochement est très naturelle, en fait, car les polymères possèdent toutes les 
qualités en terme d’architecture moléculaire, de diversité de fonctions chimiques et de 
possibilité d’interactions, pour pouvoir être formulés avec de nombreuses biomolécules ou 
principes actifs en assemblages de formes et de tailles diverses, possédant une affinité avec les 
substrats biologiques.   
C’est dans ce contexte innovant de la vectorisation de biomolécules par des systèmes 
polymère que se situe le projet de thèse. D’un côté, il est apparu récemment une nouvelle classe 
d’acides nucléiques, les petits ARN interférents (siRNA pour small interfering RNA) qui sont des 
ARN double brin de 21 à 23 nucléotides, capables de cibler avec une très grande spécificité une 
séquence d’ARN messager, de la cliver et d’inhiber ainsi l’expression de gènes. Si le potentiel 
thérapeutique des siRNA n’a pas encore été complètement exploré, il ne fait pas de doutes que 
ces molécules joueront un rôle important dans le traitement de pathologies sévères comme les 
cancers. D’un autre côté, la science des polymères et plus précisément de l’auto-assemblage des 
copolymères à blocs en solution a vu naître très récemment un nouveau type de nanostructures 
que l’on appelle ‘polymersomes’ et qui sont des vésicules polymères, d’où l’analogie de 
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terminologie avec les liposomes. Par rapport à ces derniers, les polymersomes présentent des 
différences intéressantes au niveau des propriétés de membrane, de stabilité, de 
fonctionnalisation de surface et de capacité d’encapsulation de molécules hydrophobes et 
hydrophiles. Ces nouvelles structures polymères ont déjà démontré une grande partie de leur 
potentiel en tant que systèmes de vectorisation, réacteurs enzymatiques et mimes de cellules 
biologiques. 
L’objectif de la thèse est ainsi d’évaluer les polymersomes en tant que systèmes de 
vectorisation des siRNA pour des applications in vitro et in vivo. Le projet est global dans le sens 
où il s’agit de synthétiser les copolymères à blocs, précurseurs moléculaires des polymersomes, 
d’étudier la formulation et les propriétés physico-chimiques des vésicules en milieu aqueux, de 
mettre au point une stratégie efficace et robuste d’encapsulation des siRNA et enfin d’étudier 
les propriétés biologiques de ces assemblages. A ce jour, peu de travaux de recherches décrivent 
l’utilisation des polymersomes comme systèmes de vectorisation des siRNA. En effet, les 
propriétés des polymersomes ont principalement été exploitées pour encapsuler des petites 
molécules organiques comme les agents anticancéreux (doxorubucine, paclitaxel …) ou au 
contraire pour l’encapsulation de particules métalliques comme les oxydes de fer pour des 
applications en IRM. L’encapsulation de macromolécules biologiques au sein de ces vésicules 
polymères est donc un domaine de recherche relativement inexploré, ce qui bien sûr n’en est 
que plus motivant. 
L’organisation du manuscrit est fidèle à la chronologie du travail de recherche effectué au 
cours de la thèse. Le premier chapitre présente les propriétés biologiques des siRNA et les 
technologies existantes pour encapsuler ces molécules. La formulation des polymersomes et des 
exemples récents d’applications en vectorisation sont aussi détaillés dans ce même chapitre. La 
deuxième partie décrit la synthèse des copolymères à blocs amphiphiles choisis pour l’étude. 
Notre choix s’est porté sur une nouvelle classe de copolymères à base de polysaccharides et de 
polypeptides ou polyesters, choisis pour leur biocompatibilité et biodégradabilité. La formulation 
et la caractérisation physico-chimique des copolymères en milieu aqueux fait l’objet du 
troisième chapitre. La diffusion de la lumière, la microscopie électronique et à force atomique 
ont été largement utilisées pour caractériser les structures obtenues. Le chapitre suivant aborde 
le délicat problème de l’encapsulation des siRNA au sein des vésicules polymères. Pour ce faire, 
des molécules modèles ont d’abord été choisies pour mettre au point les protocoles 
d’encapsulation ainsi que les techniques de quantification nécessaires à la détermination des 
taux d’efficacités d’encapsulation. Le chapitre cinq est le chapitre inattendu où l’on y présente 
un nouveau système auto-assemblé à base de copolymères à blocs et de complexes 
polyélectrolytes. Comme on le verra, cette nouvelle approche offre des avantages substantiels 
en termes d’efficacité d’encapsulation des siRNA et de propriétés d’auto-assemblage des 
copolymères. Enfin, le chapitre six décrit les essais biologiques in vitro réalisés à partir des 
formulations préparées dans le chapitre précédent. L’internalisation cellulaire des vecteurs et 
l’efficacité d’inhibition des siRNA d’un gène modèle seront présentées. 
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Chapitre 1 : Etude bibliographique 
La découverte de l’ARN interférence (ARNi) en 1998 par A. Fire et C. Mello[1] a révolutionné 
le monde de la biologie, en offrant un outil d’étude génétique performant. Durant la dernière 
décennie, le développement de la bioinformatique et de la biologie moléculaire ont permis de 
mettre en évidence l’existence d’une multitude de petits transcrits d’acide ribonucléique non 
codant (ARNnc).  L’identification et l’étude de ces transcrits ont montré qu’ils avaient un rôle 
fondamental dans diverses fonctions cellulaires. Les ARNnc, comme les microARN (miRNA), les 
petits ARN interférents (siRNA, short interfering RNA, endo-siRNA) et les ARN interagissant avec 
les protéines piwi (piRNA), sont impliqués dans les processus de régulation aussi divers que le 
développement cellulaire, l’apoptose, le renouvellement des cellules souches, la différenciation 
et le maintien de l’intégrité cellulaire. Les études récentes montrent que d’autres espèces de 
petits ARN dérivent de transcrit non-codant plus long. Considérant, le fait que chez les 
eucaryotes 90 à 95% de l’ADN génomique sont transcrits en ARN et que seulement 2 à 3% 
codent pour des protéines, il devient évident que les ARNnc doivent occuper une place 
primordiale dans le fonctionnement de la cellule.[2-4] L’avancé des technologies de séquençage 
couplées aux traitements bioinformatiques a permis de cartographier la localisation génomique 
des transcrits,[5] et d’autre part, d’étudier leurs structures secondaires révélant une similarité 
avec les miRNA, ayant une fonction dans la régulation post-transcriptionnelle des gènes. 
Toutes ces découvertes ont éveillé l’intérêt des scientifiques pour l’utilisation de ces petits 
ARNnc dans le traitement des maladies génétiques, des cancers et des infections virales. Les 
siRNA de 21 à 25 nucléotides ont été les plus utilisés dans les diverses applications 
thérapeutiques et il y a trois contraintes majeures dans leur utilisation. (1) Le choix de la 
séquence nucléotidique qui va cibler l’ARN cible. (2) Le développement d’un système de vecteur 
capable de délivrer les siRNA in vivo. (3) Le ciblage spécifique des cellules où les siRNA pourront 
exercer leur rôle thérapeutique. Dans ce chapitre, après avoir décrit la biologie des ARNnc les 
plus étudiés, nous présenterons les dernières avancées dans la vectorisation des siRNA par des 
systèmes qui ont montré une efficacité in vivo. Et en dernière partie, nous décrirons des 
systèmes vésiculaires à base de polymère en vue de répondre à notre objectif de vectorisation 
des siRNA par des polymersomes. 
1.1 ARN non codants (ARNnc) 
Les ARNnc sont divisés en deux groupes, le premier comprend les ARNnc avec des tailles 
supérieures à 300 nucléotides (nt), le deuxième groupe d’ARNnc de taille inférieure à 300 nt.[6, 7]  
Les ARNnc dit « longs » ont une taille allant de 300 à plusieurs milliers de nucléotides. Ils sont 
transcrits par l’ARN polymérase II, puis subissent des modifications post-transcriptionnelles 
telles que l’ajout d’une coiffe à l’extrémité 5’, un épissage et une polyadénylation.[8] La plupart 
des exemples décrits à ce jour concernent les empreintes génétiques, les phénomènes et 
mécanismes épigénétiques.[8-14]  Par exemple, l’expression de l’ARNnc intergénique p21 
(lincRNA-p21), induite par p53 suite à une détérioration de l’ADN ou à un stress oncogène, qui 
déclenche l’apoptose des cellules.[15, 16]  
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Les ARNnc dit « courts » ont une taille allant de 20 à 300 nt. Ils sont impliqués dans la plupart 
des mécanismes cellulaires comme la biosynthèse des protéines, l’élimination des introns lors du 
processus d’épissage génétique, des modifications de site spécifique de l’ARN, la synthèse 
télomérique, la transcription, la modulation des fonctions protéiques et la régulation de 
l’expression de gènes. Ce domaine est en pleine expansion, dans certains cas les mécanismes 
moléculaires sont bien connus alors que d’autres sont complètement inexplorés. 
Les ARN de transfert (ARNt) sont les molécules clés pour décoder l’information génétique en 
protéine en associant des codants (3 nt) à des acides aminés via la machinerie traductionnelle.[17] 
En plus de cette fonction, des recherches récentes montrent que la dégradation des ARNt, par 
des enzymes spécifiques, en fragments plus petits, sont impliqués dans des voies de 
transduction suite à un manque de nutriment, dans la régulation de l’apoptose et dans le cycle 
de vie de certains rétrovirus.[18-20]  
Les petits ARN nucléolaires (snoRNA, small nucleolar RNAs) sont impliqués dans la 
maturation des ARN ribosomaux (ARNr) et sont responsables de la 2’O-méthylation ou de la 
pseudouridylation des ARNr, des ARNt et des petits ARN nucléaires (snRNA, small nuclear 
RNA).[21-23] De nouvelles études montrent que des fragments issus de la maturation de snoRNA 
sont capable de réguler l’expression des gènes, [24] de réguler l’épissage alternatif du récepteur 
2C à la sérotonine.[25-27] Toujours dans le noyau, les snRNA entrent dans la composition  du 
spliceosome, complexe ribonucléoprotéique, impliqué dans la maturation des ARNm par 
élimination des introns.[28-30]  
La synthèse des télomères est assurée par les télomérases, complexes ribonucléoprotéiques, 
constitués d’une séquence ARNnc et d’une sous-unité protéique TERT (telomerase reverse 
transcriptase), processus indispensable au maintient de la stabilité génomique.[31, 32]  
Les nouvelles approches de séquençage ont mis en évidence des espèces d’ARNnc associées 
spécifiquement à la chromatine. Les ARNnc associés au promoteur (paRNA, promoter-associated 
RNA) reconnaissent spécifiquement une séquence du promoteur, puis inhibent la transcription 
des gènes en aval.[33-39] Les ARNnc associés aux sites de démarrage de la transcription (TSSaRNA, 
transcription start site-associated RNA) pourraient contribuer à garder ces régions promotrices 
de la chromatine à l’état actif ou ouvert.[40] De courtes et longues séquences d’ARNnc associées 
à la coiffe en 5’ des ARNm (PALR et PASR, promoter associated small RNA et promoter 
associated long RNA) sont impliquées dans la régulation du métabolisme cellulaire. Il semblerait 
que les PALR sont les précurseurs moléculaires des PASR.[41]  
Outre les exemples mentionnés ci-dessus, beaucoup d’espèces d’ARNnc associées à la 
chromatine ont été identifiées : les tiRNA (transcription initiation RNA), les spliRNA (splice-site 
RNA), les NRO-RNA (nuclear run-on RNA), les PROMPT (promoter upstream transcripts) les CUT 
(cryptic unstable transcripts), les SUT (stable unannoted transcripts), les ARNnc 3’ intergéniques, 
les TUF (transcripts of unknown function), les ARNnc mitochondriales, les ARNnc satellites. 
L’objectif de cette partie n’étant pas d’être exhaustif, les lecteurs intéressés peuvent se référer à 
plusieurs études et revues.[42-48]  
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1.2 Les ARNnc et la régulation post-transcriptionnelle de l’expression des gènes    
La régulation post-transcriptionnelle de l’expression des gènes chez les eucaryotes par les 
ARNnc est principalement assurée par de petits ARNnc (sRNA, small RNA) de 18 à 35 nt. Les plus 
étudiés et les plus représentatifs sont les miRNA, siRNA et piRNA. Mais récemment de nouvelles 
classes de sRNA ont été découvertes telles que les siRNA endogènes, les mirtrons, les miRNA 
dérivant des ARNt ou des snoRNA, les sRNA en épingle à cheveux (shRNA, short hairpin RNA), les 
svRNA (small vault RNA), les moR (micro-RNA-offset RNA) et qiRNA (QDE-interating small RNA). 
La pertinence biologique de ces nouvelles classes de sRNA n’est pas toujours connue. 
1.2.1 Micro-ARN (miRNA)  
Les miRNA sont des molécules d’ARN double brin (db) d’une taille de 21 à 23 nt. 
Généralement les miRNA régulent l’expression des gènes par déstabilisation de la traduction et 
parfois de la dégradation de l’ARNm. Ce mécanisme est connu sous le nom de « silencing ». Il a 
été estimé que 30 à 50% des ARNm sont régulés par les miRNA.[49-55] 
Les miRNA et leurs cibles décrites ou prédites sont regroupés dans une base de données : 
« miRBase » (http://microARN.sanger.ac.uk/). La version 17.0 (avril 2011)  contient actuellement 
16772 miRNA, dont 899 séquences retrouvées chez l’homme.  
1.2.1.1 Biogenèse des miRNA 
Les miRNA sont transcrits, majoritairement par l’ARN Polymérase II, sous la forme de longs 
précurseurs primaires appelés « pri-miRNA », cappés en 5’ et polyadénylés en 3’ (Figure 1). 
Environ 40 à 50 % des miRNA sont co-transcrits en « cluster ». Chez l’homme, ces précurseurs 
d’ARN polycistroniques sont clivés, dans le noyau par un complexe enzymatique Drosha (une 
ribonucléase nucléaire de type III) et DGCR8 (« Di George Critical Region 8 »), en produits 
intermédiaires appelés « pré-miRNA ». Le pré-miRNA est un ARN d'environ 70 nucléotides, replié 
en tige-boucle imparfaite. Ce pré-miRNA est transporté du noyau au cytosol par transport actif 
RAN-Guanosine triphosphate dépendant (RAN-GTPd) en interaction avec l'exportine 5, où il sera 
de nouveau clivé en miRNA de 21 à 23 nts sous l’action de DICER, en présence de cofacteurs 
TRBP (HIV transactivating response RNA binding protein) et/ou  PACT (protein activator of 
dsRNA-activated protein kinase PKR). Un petit ARN db appelé « miRNA : miRNA* » est alors 
formé.[56, 57] Ce miRNA interagit avec une protéine de la famille Argonaute (Ago1) pour former le 
complexe RISC (RNA-induced Silencing Complex) et un seul des deux brins formera le miRNA 
mature (généralement c’est le brin dont l’extrémité 5’ est la plus faiblement appariée). Au sein 
de ce complexe, le miRNA, par un jeu d’appariement de bases, interagit avec des ARNm. Les 
modalités d’action de RISC-miRNP (ribonucléoprotéique) sont relativement mal comprises, mais 
semblent être contrôlées par la qualité du duplex miRNA:ARNm mis en jeu. Si cette 
complémentarité est parfaite, RISC-miRNP induit alors un clivage au milieu de l’hybride 
miRNA:ARNm entraînant la dégradation rapide de l’ARNm. En revanche, si cette 
complémentarité est irrégulière (présence dans le duplex de paire de base non appariés), on 
observe  alors  l’inhibition  de  la  traduction  de l’ARNm cible sans pour autant que sa stabilité 
soit affectée. De tels appariements imparfaits prennent place généralement dans la région 3’ 
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non traduite des ARNm (3’UTR) et les mécanismes moléculaires du blocage de la traduction 
restent à élucider.  
 
Figure 1- Voie de biosynthèse des miRNA [58] 
De récentes recherches montrent qu’une séquence de 7 à 8 nt de la partie 5’ du miRNA, 
nommée la « graine » (seed) est essentielle à la reconnaissance l’ARNm cible.[59, 60] La petite taille 
de cette séquence montre qu’il est possible pour un miRNA de reconnaître plusieurs dizaines, 
voir centaines, de gènes différents.[61, 62] 
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1.2.1.2 Rôles biologiques des miRNA  
Les miRNA sont impliqués dans de nombreux processus biologiques : let-7 est un miRNA qui 
agirait comme un « switch » temporel de la transition larve-adulte chez C.elegans.[63] Le miRNA 
bantam accélère la prolifération cellulaire et prévient l’apoptose en régulant le gène pro-
apoptotique hid chez la Drosophile.[64] miR-14 et miR-122 auraient un rôle dans le métabolisme 
du cholestérol et des lipides chez l’homme.[65-67] miR-134 et miR-132 joueraient un rôle dans la 
morphologie et la plasticité du cerveau.[68, 69] 
1.2.1.3 Implication des miRNA dans les pathologies  
miRNA et cancer : De nombreux gènes codant pour des protéines suppresseurs de tumeurs 
ou oncogènes sont régulés par les miRNA. Les miRNA peuvent avoir soit un rôle de promoteur de 
tumeurs, d’où l’appellation d’oncomiR, soit un rôle de suppresseur de tumeurs, on parle alors 
d’anti-oncomiR. Des études ont montré que certains types de cancer peuvent être identifiés 
rapidement et spécifiquement par leur profil d’expression des miRNA. Ainsi miR-155 a été 
retrouvé surexprimé dans le lymphome de Burkitt, miR-92, miR-20 et miR-18 dans les 
hépatocarcinomes et miR-221/222 dans les carcinomes de la prostate.[70-72]  
miRNA et virus : par ailleurs, les virus sont connus pour être capables de détourner la 
machinerie cellulaire des cellules hôtes pour leur propre réplication. C’est le cas du virus de 
l’hépatite C (VHC) qui utilise le miR-122 des cellules hépatiques de mammifères pour réguler 
positivement sa réplication. miR-122 est l’un des miRNA les plus étudiés.[73-76]  
1.2.2 Petit ARN interférent exogène et endogène (siRNA et endo-siRNA) 
1.2.2.1 siRNA exogène 
Outre, le fait qu’ils soient un outil efficace pour l’étude des gènes, depuis leur découverte ils 
ont ouvert tout un pan de recherche sur la régulation post-transcriptionnelle des gènes. Les 
siRNA sont de petits ARN db de 21 à 23 nt, leur maturation peut se faire à partir de longs 
transcripts db par la même voie cytoplasmique que les pré-miRNA, mettant en jeu les protéines 
DICER et TRBP.[77] Et le brin guide (qui reconnaîtra spécifiquement la cible) du duplex d’ARN de 
21 nt intégrera le complexe RISC via la protéine argonaute.[78] Les siRNA sont initialement des 
molécules développées ex vivo pour éteindre spécifiquement l’expression d’un gène par 
transfection dans le cytoplasme des cellules. Cependant, toute molécule d’ARN double brin peut 
être clivée par DICER pour générer des siRNA. Contrairement aux miRNA, les siRNA sont en 
général, parfaitement complémentaires avec les ARNm cibles, amenant à sa dégradation (Figure 
2).[52, 53, 79-81]  
1.2.2.2 siRNA endogène 
Par ailleurs, des siRNA endogènes (endo-siRNA) ont été découverts dans plusieurs espèces. 
Leur mode de fonctionnement est identique à celui des miRNA, ils ne diffèrent que par leur 
biogenèse (Figure 2). Chez les mammifères, la production d’endo-siRNA est dépendante de 
DICER (mais pas de Drosha). Les endo-siRNA sont impliqués dans la répression d’éléments 
transposable (ET). Découverts en 1940 par Barbara McClintock dans le maïs, les ET représentent 
45% du génome humain. Ils sont divisés en deux familles. La classe I comprend les rétro-
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transposons, qui fonctionnent sur le principe du « copier-coller » via un intermédiaire ARN. Les 
éléments de la classe II transposent soit sur le mode « couper-coller », en étant excisé de leur 
site d’origine, soit sur le mode « copier-coller », avec réplication de la séquence.[82, 83] Malgré 
l'existence d'exemples ponctuels du rôle de séquences dérivées d'éléments transposables dans 
certaines fonctions génétiques, ces éléments sont pour la plupart inutiles à la cellule vivante, et 
parfois même défavorables. Leur mobilité est source de mutations, créatrice de diversité 
génétique, mais aussi cause de maladies génétiques. Pour ces raisons, la présence des éléments 
transposables dans les génomes est depuis longtemps controversée : elle peut difficilement être 
justifiée par leur rôle potentiel dans l'évolution des organismes ; ils sont souvent vus comme des 
parasites génétiques, dont l'activité ne sert qu'à assurer leur propre persistance au cours des 
générations. 
 
Figure 2- Biogenèse des siRNA (D), des endo-siRNA (A), des miRNA (B) et des mirtrons (C) 
[52] 
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Mais actuellement la théorie de l'ADN "égoïste" est plutôt en retrait. En effet, plusieurs 
expériences penchent en faveur d'un rôle prédominant de ces éléments transposables dans 
l'évolution des espèces, par la création de nouveaux gènes. Ils seraient aussi une source 
d'amortissement des mutations dues à l'environnement, ces mutations intervenant plus souvent 
dans les zones non codantes que dans les gènes si ces zones non codantes sont majoritaires. Par 
conséquent, les organismes ont développé des mécanismes limitant la transposition des ET. 
Parmi eux, les endo-siRNA jouent un rôle central dans cette régulation.[84]  
Les différents types d’endo-siRNA, identifiés dans les cellules souches embryonnaires et les 
ovocytes de souris, montrent une régulation fine durant la gestation. Dans les ovocytes mutants 
n’exprimant plus DICER, l’expression de certains rétro-transposons augmente, alors que le taux 
d’endo-siRNA correspondant diminue.[85-90]    
1.2.2.3 Potentiel thérapeutique des siRNA 
Considérant la complexité des mécanismes d’action des petits ARNnc (sRNA) et leur rôle 
dans le bon fonctionnement cellulaire, il est évident que l’identification et la caractérisation de 
tous les sRNA et de leur mode d’action, aura un fort impact dans le domaine de la biologie. 
Actuellement il existe trois façons d’éteindre artificiellement l’expression d’un gène cible in 
vitro et in vivo : les oligonucléotides antisens (OA ou ODN en anglais), les ribozymes et l’ARN 
interférent (RNAi). Jusqu’à très récemment les OAs ont été considérés comme des molécules à 
fort potentiel thérapeutique.  
Les OAs sont de petites séquences d’ADN ou d’ARN simple brin, complémentaires d’un 
ARNm, et par simple appariement avec leur cible ils forment un duplex ADN-ARN ou  ARN-ARN 
qui sera reconnu, puis dégradé par une enzyme de type ARNase (RNAse). Ce mécanisme a 
largement été démontré et utilisé in vitro mais l’absence d’un vecteur efficace en a limité 
l’application in vivo, en raison de la sensibilité de ces molécules au milieu biologique.[91] Les 
ribozymes (contraction d’acide ribonucléique et enzymes) sont des ARN possédant la propriété 
de catalyser une réaction chimique spécifique. À ce titre, ce sont donc formellement des 
enzymes. Les propriétés catalytiques des ribozymes sont liées à la capacité de l'ARN de se replier 
pour former une structure compacte bien définie capable de cliver d’autres ARN par 
transestérification ou par hydrolyse.[91] Les ribozymes n’ont pas été développés pour des 
applications thérapeutiques de par leur faible durée de vie dans le sérum, qui est de l’ordre de 
quelques secondes à quelques minutes. 
Ces dernières années l’utilisation des siRNA, comme nous l’avons vu précédemment, permet 
d’éteindre spécifiquement l’expression d’un gène. Certaines équipes ont montré que les siRNA 
sont parfois 1000 fois plus efficaces que les OAs.[92] De plus l’ARN interférence (ARNi) est un 
procédé biologique très conservé chez différentes espèces telles que les vers, les insectes, les 
plantes et les mammifères.[93, 94] Très vite les chercheurs ont perçu le potentiel thérapeutique de 
cet outil. En effet, les siRNA pouvant interférer avec la traduction de tout ARNm, il a été facile 
d’imaginer une stratégie thérapeutique pour les maladies résultant d’un désordre génétique. 
Ainsi, les cancers, les maladies auto-immunes et les maladies neurodégénératives sont des cibles 
potentielles pour l’ARNi.[95-99] Les infections virales peuvent également être ciblées par l’ARNi, 
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car durant leur cycle de vie, l’information génétique sous forme d’ARN transite par le 
cytoplasme, où il pourra être reconnu et dégradé.[97] Des essais cliniques utilisant des siRNA 
contre la dégénérescence maculaire (bevasiranib, Opko Health INC., Miami, EU, Phase III) et 
l’infection à virus respiratoire syncytial (ALN-RSV01, Alnylam, Cambridge, EU, phase II) ont 
démontré le potentiel thérapeutique de l’ARNi.[100] Plus encore, les premiers résultats positifs 
pour une thérapie anti-cancer chez l’homme ont été annoncés récemment, pour un système 
siRNA encapsulé par des nanoparticules de polymère à base de cyclodextrine marqués par des 
transferrines et injecté par voie intraveineuse (CALAA-01, Calando Pharmaceuticals, Pasadena, 
EU, phase I).[101]  
Par rapport aux nombreux exemples d’inhibition de gène in vitro, il y a peu de succès in vivo. 
En cause, la sensibilité des siRNA à la dégradation enzymatique mais aussi un faible taux 
d’internalisation dans les cellules d’intérêt.[102] Il est donc plus que nécessaire de développer des 
systèmes de vectorisation des siRNA qui prolongent leur temps de demi-vie, améliorent leur 
biodisponibilité, permettent une libération intra-cytoplasmique après une reconnaissance 
spécifique et une internalisation par les cellules ciblées.[103-105] Nous verrons dans la suite de 
cette étude bibliographique les différents systèmes de vectorisation in vivo des siRNA.  
1.3 Vectorisation des siRNA  
1.3.1 Concevoir l’ARN interférence in vivo 
La conception d’un système de vectorisation se fait par rapport aux caractéristiques physico-
chimiques de la molécule vectorisée, aux cellules ciblées et à traiter, et enfin à la voie 
d’administration envisagée (Figure 3).  
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Figure 3- Conception interdisciplinaire de l’ARN interférence pour une utilisation in vivo[106] 
1.3.1.1 Caractéristiques des siRNA vectorisés 
Les siRNA doivent être conçus pour cibler spécifiquement une région accessible de l’ARNm à 
dégrader, tout en évitant une reconnaissance partielle par le brin guide ou passager d’un autre 
ARNm. Cet appariement peut entraîner une inhibition d’un ARNm primordial pour le bon 
fonctionnement de la cellule et donc avoir un effet délétère inattendu.[107-112] Cet effet dit « off-
target » a été revu par Walton et al.[113] Les siRNA peuvent également déclencher une réponse 
immunitaire[114] ou encore inflammatoire par le biais de la protéine kinase PKR ou le récepteur 
toll-like 3 activé par le double brin d’ARN.[115, 116]  Cependant, la combinaison d’un algorithme 
informatique et d’une validation expérimentale peut être utilisée pour déterminer la séquence 
optimale pour cibler un ARNm, tout en diminuant le risque d’un « off-target » ou d’une réponse 
immunitaire.[117-119]  
Les siRNA sont très instables dans le flux sanguin et sont éliminés rapidement par la 
dégradation enzymatique, la clairance rénale et hépatique, l’internalisation non-spécifique par le 
système réticulo-endothélial.[120] Certaines modifications en position 2’ du ribose des bases ou le 
remplacement du lien phosphodiester par un lien phosphorothioates permettent d’éviter la 
dégradation par les ribonucléases mais aussi d’augmenter la spécificité de la reconnaissance de 
la cible[121, 122] et donc de limiter l’effet « off-target ».[123, 124] Les siRNA étant des macromolécules 
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anioniques, il leur est impossible de diffuser passivement à travers la membrane plasmique des 
cellules.  
1.3.1.2 Injection locale ou injection systémique 
Le mode d’injection utilisé est déterminé selon le tissu et le type cellulaire ciblés. Par 
exemple, les siRNA peuvent être appliqués ou injectés localement au niveau de l’œil, de la peau 
et du muscle, alors que seule la voie systémique peut être envisagée pour atteindre des cellules 
cancéreuses de la moelle, des métastases multiples ou encore des cellules infectées par un virus. 
L’injection locale offre plusieurs avantages par rapport à une injection systémique, tel qu’une 
dose effective plus faible, une formulation plus simple et la diminution des effets 
secondaires.[125] Les voies d’injection locale sont variées, comme une administration intra-nasale 
pour atteindre les poumons [126-129] ou encore une injection directe dans le système nerveux 
central.[130-132]  
Une injection systémique, par voie intraveineuse (i.v.),  intrapéritonéale (i.p.) ou orale peut 
être envisagée quand la cible n’est pas confinée localement ou est difficilement accessible.[133, 
134] L’injection systémique ajoute un nombre non négligeable d’obstacles à franchir par rapport à 
une injection locale. 
1.3.1.3 Les barrières extra et intracellulaires pour l’utilisation des siRNA in vivo 
Quel que soit le mode d’administration, la destination finale des siRNA est le cytoplasme des 
cellules, où ils pourront intégrer le complexe RISC et inhiber l’expression du gène cible. Les siRNA 
circulant dans le flux sanguin devront d’abord traverser la barrière endothéliale. Dans les tissus 
sains les macromolécules supérieures à 5 nm ne franchissent pas les vaisseaux sanguins.[135, 136] 
Cependant, le transport de macromolécules vers des tissus cancéreux est plus aisé, car la 
croissance active et non contrôlée des tumeurs entraîne un développement anarchique des 
vaisseaux sanguins, laissant des espaces entre les cellules endothéliales et réduisant le drainage 
lymphatique. Des études ont montré que ces espaces pathologiques varient de 100 à 600 nm, 
[137-140] ce qui permettrait aux macromolécules de haut poids moléculaire de s’accumuler dans la 
tumeur. Ce phénomène d’extravasation à travers ces espaces est connu sous le nom d’effet EPR 
(Enhanced Permeation and Retention).[141] Les siRNA, dans leur forme native ou vectorisés 
doivent ensuite circuler à travers la matrice extracellulaire, composée d’un réseau dense de 
fibres protéiques et polysaccharidiques, [142, 143] puis interagir via des récepteurs pour être 
ensuite internalisés. Dans la majorité des cas, l’internalisation se fait par voie endosomale, les 
siRNA doivent s’échapper de cet espace subcellulaire pour éviter la dégradation. L’étape finale 
pour les siRNA vectorisés est leur libération dans le cytoplasme. 
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1.3.2 Les siRNA bioconjugués  
Le risque potentiel d’une modification chimique des siRNA est de diminuer ou d’inhiber 
l’efficacité de la RNAi. De plus, l’ajout d’un groupement ou d’une fonction non métabolisable par 
les cellules peut entraîner une cytotoxicité de la molécule. Le cholestérol et les aptamères ont 
été utilisés avec succès pour le ciblage des siRNA in vivo.[144]   
1.3.2.1 Cholestérol-siRNA 
 L’utilisation, par voie intraveineuse, de siRNA conjugués à des molécules de cholestérol a 
montré une diminution de l’expression de l’apolipoprotéine B (ApoB) chez la souris,[122] alors que 
les siRNA non conjugués n’ont pas montré d’efficacité et ont été rapidement éliminés. Le 
mécanisme d’action des bioconjugués cholestérol-siRNA a été décrit dans une étude récente.[145] 
Les siRNA modifiés sont incorporés dans les particules de lipoprotéine circulantes et intègrent 
donc le réseau de distribution in vivo. Les bioconjugués sont internalisés et métabolisés par les 
hépatocytes où l’expression de l’ApoB est inhibée.  
Une autre étude montre qu’avec une seule injection, directement dans le corps calleux, de 
cholestérol-siRNA dirigé contre une protéine mutante dans un modèle de souris pour la maladie 
de Huntington, les chercheurs ont réussi à rétablir un phénotype normal des souris modèles.[146]  
1.3.2.2 ARN aptamère-siRNA 
Un aptamère est un oligonucléotide synthétique, le plus souvent un ARN qui est capable de 
fixer un ligand spécifique. Les aptamères sont des composés isolés in vitro à partir de banques 
combinatoires composés d'un grand nombre de séquence aléatoire par une méthode de 
sélection itérative appelée SELEX.[147] Les aptamères sont des outils biochimiques qui peuvent 
être utilisés dans des applications biotechnologiques, diagnostiques ou thérapeutiques en 
fonction de la cible contre laquelle ils sont dirigés. On a comparé leur sélectivité et leurs 
propriétés de fixation de ligands à celle des anticorps.[148] 
Les bioconjugués aptamères à ARN-siRNA ont été utilisés pour cibler les cellules cancéreuses 
de la prostate surexprimant des antigènes spécifiques.[149, 150] Un autre système de bioconjugué a 
été mis en place pour cibler les cellules infectées par le VIH (Virus de l’immunodéficience 
humaine) via le ligand gp120 (Figure 4). In vivo, ces molécules sont capables de cibler 
spécifiquement les cellules exprimant la glycoprotéine virale gp120 (signe de l’infection), d’être 
internalisées et d’inhiber la réplication du virus.[151] 
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Figure 4- Aptamère anti-VIH gp120 aptamère bioconjugué au siRNA dirigé contre l’ARNm 
viral[152] 
1.3.3 Les vecteurs viraux 
Ces vecteurs ne sont pas de simples véhicules transportant des siRNA à travers le corps 
humain jusqu’aux cellules cibles, contrairement aux vecteurs non viraux comme nous le verrons 
plus tard dans ce chapitre. En effet, cette stratégie de vectorisation s’apparente plus à de la 
thérapie génique car ce ne sont pas des molécules de siRNA qui sont chargées dans les vecteurs 
mais plutôt un gène codant pour un précurseur ADN des siRNA, comme nous avons pu le voir 
précédemment. Ce gène dit thérapeutique est intégré dans le génome du virus qui a été 
préalablement débarrassé de toutes les séquences codantes pour des protéines virales 
pathogènes. Le génome du virus modifié ne contient plus que les séquences codantes pour la 
production de la capside, le maintient d’un cycle d’infection et l’expression du gène 
thérapeutique (figure 5).[153] Il existe une multitude de vecteurs viraux capable d’inhiber 
l’expression d’un gène de façon durable pour toute une gamme de lignée cellulaire de 
mammifères.[154]  
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Figure 5- Construction d’un vecteur viral[153] 
Par exemple, un vecteur adénoviral codant pour des siRNA dirigés contre le gène PTTG1 
(pituitary tumor transforming gene 1) est capable d’inhiber l’expression de la protéine in vivo 
mais également de limiter la croissance des cellules cancéreuses.[155] Un autre exemple plus 
récent montre l’efficacité d’un vecteur adénoviral pour inhiber l’angiogenèse en réprimant 
l’expression de l’interleukine 8 (IL-8) par les cellules cancéreuses.[156] Ces vecteurs présentent la 
caractéristique de faire pénétrer le matériel génétique dans la cellule cible sans attendre la 
mitose (division cellulaire) et sans insérer la nouvelle information génétique dans le génome de 
la cellule cible. Bien que très utilisés dans de nombreux essais cliniques, les chercheurs n’arrivent 
toujours pas à ce jour à le débarrasser complètement de ses gènes, maintenant ainsi un 
caractère potentiellement pathogène au vecteur construit.[157] 
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Un autre type de vecteurs, dits « rétroviraux », permettent d'insérer la nouvelle information 
génétique dans le génome de la cellule cible. Le nouveau gène se transmet alors de cellules 
mères en cellules filles de manière égale sans « dilution » de l'information génétique dans le 
temps. Le génome des rétrovirus est composé de molécules d'ARN et non d'ADN comme le 
génome des cellules humaines. L'infection par un rétrovirus implique une étape de 
rétrotranscription de l'ARN en un fragment d'ADN qui pourra être associé (étape d'intégration) 
aux chromosomes après pénétration dans le noyau cellulaire. Une combinaison de protéines 
virales et de protéines de la cellule cible assure cette étape de transfert des molécules d'ADN du 
cytoplasme cellulaire vers le noyau et l'intégration dans le génome de l'hôte. Une fois intégré, le 
génome du rétrovirus sous sa forme ADN est stable et transmis de manière mendélienne comme 
n'importe quel gène de la cellule. L’exemple du vecteur lentiviral (dérivé d’un rétrovirus humain) 
contenant un promoteur U6 capable d’inhiber pendant 9 mois l’expression de la GFP (Green 
Fluorescent Protein) dans le cerveau de souris génétiquement modifiées, indique qu’une 
stratégie in vivo d’inhibition des gènes par l’RNAi via des vecteurs lentiviraux est envisageable à 
long terme.[158] 
Les vecteurs viraux présentent un tropisme tissulaire très spécifique et une forte efficacité 
de la mise en place de l’ARNi. Cependant, l’immunogénicité, la mutagénèse induit par l’insertion 
du gène thérapeutique et les difficultés de production en masse de ces vecteurs limitent leur 
utilisation clinique.[159, 160] Pour cette raison, des vecteurs synthétiques non-viraux de tous types 
ont été développés pour vectoriser les siRNA. 
1.3.4 Les vecteurs non-viraux 
Cette classe de vecteurs permet d’utiliser les siRNA dans leur forme originelle offrant un 
maximum d’activité. Les méthodes de vectorisation des siRNA découlent naturellement de celles 
développées initialement pour le transfert de gènes. Parmi ces vecteurs, principalement nano-
objets, on trouve des liposomes, des micelles, des polymersomes, des nanoparticules, des 
nanogels, des dendrimères… Ces systèmes différents entre eux par la composition chimique, le 
mode de préparation, leur comportement vis-à-vis des cellules et leur capacité d’encapsulation 
des siRNA. La figure 6 donne les caractéristiques idéales pour un vecteur de siRNA efficace in 
vivo.  
 
Figure 6- Conception d’un vecteur synthétique pour l’ARNi efficace in vivo[106] 
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1.3.4.1 Liposomes et lipoplexes 
Les liposomes sont des vésicules constituées d'un volume interne aqueux entouré d'une 
membrane lipidique. Ils se forment spontanément quand des lipides (en général des 
phospholipides) sont dispersés dans un milieu aqueux. Leur dimension est très variable selon la 
façon dont ils sont préparés. Leur diamètre peut aller de quelques dizaines de nanomètres à 
quelques dizaines de microns. Il est possible de piéger des molécules hydrophiles dans la cavité 
aqueuse ou de solubiliser des molécules hydrophobes dans la membrane lipidique (figure 7).  
 
Figure 7- Représentation d’un liposome unilamellaire 
Les liposomes, caractérisés pour la première fois par Bangham en 1965, ont été initialement 
développés comme modèle de membranes biologiques.[161-163] Bien qu'étant amphiphiles, tous 
les phospholipides ne peuvent pas être utilisés pour la fabrication de liposomes. Seuls les 
phospholipides dont l'encombrement stérique des chaînes hydrocarbonées est voisin de celui de 
la tête polaire conviendront. A l’exception des lysophospholipides et de quelques phospholipides 
acides, les phospholipides naturels, qui sont des molécules amphiphiles, forment spontanément 
des liposomes en milieu aqueux (figure 8).[164, 165]  
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Figure 8- Mode d’association de molécules amphiphiles 
On classe les liposomes selon leur taille et leur nombre de bicouches. On distingue les 
liposomes multilamellaires (MLV), les liposomes unilamellaires de petite taille (SUV), les 
liposomes unilamellaires de grande taille (LUV) et les liposomes géants (GUV) (figure 9). Les 
propriétés telles que la perméabilité, la charge de surface et la fluidité de la membrane 
dépendront du lipide utilisé.[166]  
 
Figure 9- Classification de liposomes selon leur nombre de bicouches et leur taille[166] 
La taille du liposome va dépendre de la technique utilisée pour le fabriquer. La méthode la 
plus simple pour préparer des liposomes consiste à évaporer le solvant organique dans lequel 
sont dissous les lipides, puis à les remettre en suspension dans un solvant aqueux.[167] Cette 
opération doit se dérouler dans des conditions de température dépendant de la nature du (des) 
lipide(s) choisi(s). En effet, les liposomes ne se forment qu’à une température supérieure à celle 
de leur transition de phase gel-cristal liquide. Une agitation est souvent nécessaire pour 
améliorer les résultats. Dans un milieu aqueux, le film lipidique s’hydrate et les phospholipides 
s’associent de manière à ne pas exposer leurs chaînes apolaires au solvant : il en résulte la 
formation de bicouches, qui se referment en emprisonnant du solvant. Des bicouches peuvent 
enfermer d’autres bicouches de plus petite taille. Ainsi, lors de cette préparation, des liposomes 
multilamellaires (MLV) se constituent en bicouches lipidiques concentriques et séparées, les 
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unes des autres, par des couches d’eau. Ces liposomes ont des tailles très hétérogènes et 
possèdent un volume aqueux interne relativement faible par rapport au poids du lipide. 
 Un traitement physique doit être appliqué aux MLV pour les transformer en vésicules de 
taille homogène, formées d’une seule bicouche lipidique entourant un milieu aqueux. Suivant le 
traitement appliqué, les vésicules peuvent être de petite taille (SUV) ou de grande taille (LUV). 
Les SUV s’obtiennent le plus fréquemment en soumettant une suspension de MLV aux ultrasons. 
Lors de cette étape, la suspension de liposomes doit être maintenue à une température 
supérieure à celle de transition. Pendant la sonication, les phospholipides risquent de s’oxyder 
(au niveau des liaisons C=C) et même de s’hydrolyser.[168-170] Pour éviter la dégradation, un 
certain nombre de précautions doivent être prises en soniquant à basse fréquence, durant un 
temps court et sous atmosphère d’azote ou d’argon. Par définition, les SUV ont un diamètre 
inférieur à 200 nm.  
En vue de préparer des LUV, la solution de MLV est soumise à des cycles de 
congélation/décongélation, ce qui fragilise la membrane et permet de reconstruire des 
liposomes unilamellaires.[171] Une autre méthode consiste à extruder les MLV à travers des filtres 
en polycarbonate de porosité contrôlée décroissante. Les MLV résiduels et les LUV de trop 
grande taille sont éliminés par filtration. Du fait du grand diamètre des LUV, l’organisation des 
phospholipides est identique dans chacune des monocouches.[172] Des liposomes peuvent aussi 
être préparés par la technique de l’inversion de phase[173] ou par dialyse de détergents 
contenant les phospholipides.[174] 
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Le terme de lipoplexe est parfois utilisé pour parler de la vectorisation des acides nucléiques 
par les lipides cationiques. Le schéma de la figure 10  montre la différence entre liposome et 
lipoplexe. Il a été montré par Rädler et col que les lipoplexes présentaient une structure 
particulière dans laquelle l’ADN s’intercalait entre les bicouches lipidiques. Il a ainsi obtenu par 
étude de diffraction aux rayons X une structure avec alternance de bicouches lipidiques et de 
couches d’ADN (figure 10B).[175] 
 
Figure 10- Formation des lipoplexes (A) et structure des lipoplexes (B) déterminée par 
diffraction aux rayons X[175] 
Une étude sur la formation des lipoplexes a été menée en ajoutant une solution d’ADN à une 
suspension de liposomes de taille définie ou bien à une solution micellaire de lipide (figure 10A). 
La taille des particules est mesurée par diffusion dynamique de la lumière. L’évaluation de la 
complexation est déterminée par fluorescence par ajout de bromure d’éthidium (BET) dans la 
suspension. Le BET a la capacité de s’intercaler entre les bases de l’ADN et d’émettre un signal 
de fluorescence à 590 nm. Or si l’ADN est complexé, il n’est plus accessible au BET et on ne 
mesure plus aucun signal de fluorescence (figure 11). 
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Figure 11- Nature des lipoplexes formés en fonction du rapport de charge lipide/ADN[175]  
La figure 11 montre trois zones de stabilité colloïdale : La zone A où le rapport de charge est 
inférieur à 1, l’ADN est en excès et donne lieu à une suspension colloïdalement stable en raison 
des répulsions électrostatiques. La taille des particules obtenue est comprise entre 100 et 200 
nm.  Le pourcentage de fluorescence est élevé car l’ADN reste accessible au BET. Dans cette 
zone, l’ADN n’est pas totalement compacté et donc il y a des risques de dégradation par les 
nucléases in vivo. La zone B où les charges apportées par le lipide et l’ADN se neutralisent, se 
caractérise par une précipitation du système. La zone C où le rapport de charge est supérieur à 3 
permet de retrouver une zone de stabilité colloïdale grâce à l’excès de charges positives. La taille 
des particules se situe entre 50 et 150 nm. L’ADN est totalement compacté et si l’injection in vivo 
est possible, la présence des charges positives à la surface des particules présente toutefois des 
risques de toxicité. 
 
32 
 
 
 
L’utilisation des liposomes comme système de libération de principe actif est relativement 
récente.[176-178] Les siRNA anti-c-raf vectorisés par des liposomes constitués d’analogue du 
cardiolipin cationique, sont capables d’inhiber la croissance d’une tumeur mammaire 
xénogreffée chez la souris.[179-181] Des liposomes cationiques formulés avec des animasides 
conjugués au polyéthylène glycol sont capable de pénétrer dans les métastases pulmonaires 
provoquées par des mélanomes chez la souris. L’utilisation de siRNA spécifiques d’un gène 
surexprimé dans ces cellules  ont permis une inhibition de 70 à 80% après une seule injection en 
intraveineuse.[182] Plusieurs autres exemples de vectorisation des siRNA par les liposomes dans 
des modèles in vivo ont été menés avec succès.[182-186]   
Les liposomes sont rapidement éliminés de la circulation par les macrophages.[187] Ils 
s’accumulent dans le foie et la rate, ce qui limite leur utilisation pour traiter des affections au 
niveau d’autres organes.[188-190] Pour augmenter le temps de vie des liposomes dans la 
circulation, une composition lipidique spéciale doit être utilisée afin d’éviter la phagocytose. 
L’addition de gangliosides ou de polyéthylène glycol augmente considérablement le temps de 
circulation.[191-193]  
1.3.4.2 Polyplexes 
Les siRNA sont des polyélectrolytes chargés négativement (figure 12),alors quoi de plus 
logique alors que d’utiliser des polyélectrolytes chargés positivement pour les vectoriser. 
L’interaction de polyélectrolytes de charges opposées amène à la formation de complexes. Les 
premières études sur le sujet datent d’il y a plus de 50 ans. Elles avaient été menées par 
Morawetz et Hugues dans le but de séparer et purifier des protéines.[194] Plusieurs revues sur le 
sujet ont été publiées ces dernières années.[195-197] On définit un polyélectrolyte comme un 
polymère possédant des charges permanentes ou des groupes dissociables en solvant polaire. 
Afin de maintenir l’électroneutralité du système, les charges sont compensées par la présence 
de contre- ions ayant une charge de signe opposée. Les polyélectrolytes sont généralement 
solubles dans l’eau. Nous citerons comme exemple les chaînes d’acides nucléiques (ARN et 
ADN), les protéines ou polypeptides, les polysaccharides, des polymères synthétiques (tableau 
1). 
 
Figure 12- Modélisation et visualisation 3D (Jmol) d’une molécule de siRNA 
Ces polyélectrolytes ou polymères chargés présentent de nombreuses interactions. En effet 
en plus des interactions classiques telles que les interactions de volume exclu ou de van der 
Waals s’ajoutent les interactions électrostatiques. Celles-ci peuvent être partiellement écrantées 
par la présence d’ions en solution ou par les chaînes elles-mêmes à forte concentration. La 
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conformation des chaînes en solution va dépendre d’un paramètre appelé taux de charge qui 
correspond au pourcentage de monomères chargés. 
 
Tableau 1- Exemples de polyélectrolytes naturels ou synthétiques [197] 
Beaucoup de recherches sont menées sur les propriétés physico-chimiques des 
polyélectrolytes et la formation des complexes.[198-200] La théorie sur le mécanisme de formation 
des complexes à partir d’un mélange de polyélectrolytes repose sur les forces électrostatiques et 
intra et intermoléculaires.[201] De façon générale, les  interactions entre les polyélectrolytes de 
charges opposées dépendent du rapport de charge. Dans le cas d’un rapport faible, les forces de 
répulsion sont dominantes et on n’observe pas d’interactions particulières. Lorsque ce rapport 
est très élevé, les forces attractives dominent engendrant la création d’un coacervat ou d’un 
précipité. Dans le cas d’un rapport de charge intermédiaire, un état de pseudo-équilibre se met 
en place conduisant à la formation de particules de taille nanométrique si les concentrations en 
polyélectrolyte sont relativement faibles (< 1 g/L). De nombreux paramètres influencent l’issue 
de la complexation. Outre la stœchiométrie du mélange, nous pouvons citer la longueur des 
chaînes de polymère, la densité de charge, le pH et la force ionique de la solution, et enfin la 
température. 
La formation de complexes de polyélectrolytes implique trois phases (figure 13). La première 
met en jeu les forces de Coulomb pour former des complexes primaires. Une seconde étape fait 
intervenir des réarrangements intracomplexes permettant de réduire les distorsions au niveau 
des chaînes de polymère. La dernière phase concerne des mécanismes d’agrégation 
intercomplexe, majoritairement induits par des interactions hydrophobes. 
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Figure 13- Formation de complexes polyélectrolytes [197] 
Les siRNA ont été complexés avec des polymères cationiques synthétiques tels que le 
polyéthylèneimine (PEI), des polysaccharides cationiques biodégradables (chitosane) et des 
polypeptides chargés positivement comme l’atelocollagène, la poly(L-lysine) et la protamine. 
Par exemple, une injection intratumorale de siRNA complexés par l’atellocollagène a permis 
d’inhiber l’expression de la luciférase dans des cellules cancéreuse chez un modèle de souris.[202] 
Dans une autre étude, des complexes  atelocollagène-siRNA anti-VEGF (facteur de croissance 
d’endothélium vasculaire) a permis d’inhiber l’angiogenèse et la croissance de cellules tumorales 
dans un modèle murin de cancer de la prostate.[203] Récemment la même équipe a réussi à 
ralentir la propagation des métastases à partir de cellules cancéreuses gastriques en vectorisant 
des miRNA-anti-métastasiques avec de l’atelocollagène dans un modèle murin.[204]  
Une injection en intraveineuse de complexes chitosane-siRNA-anti-RhoA a montré une 
inhibition de l’expression du gène dans les cellules cancéreuses mammaires implantées en sous 
cutané chez une souris.[205] Une administration locale par voie intranasale, de complexes 
chitosane-siRNA-anti-GFP a également montré une efficacité d’inhibition de la GFP (green 
fluorescent protein) dans un modèle de souris transgénique.[128] La suppression du facteur de 
nécrose tumorale dans les macrophages circulants limite les réactions inflammatoires locales et 
systémiques.[206]  
La polyéthylèneimine est l’un des polycations synthétiques les plus utilisés dans la 
vectorisation d’acides nucléiques in vitro et in vivo. Pour cause, il possède des propriétés tampon 
particulières au pH des endosomes appelé « effet d’éponge à protons » capable de déstabiliser 
les endosomes et de relarguer les siRNA dans le cytoplasme des cellules.[207] L’administration 
intrapéritonéale des complexes PEI-siRNA-anti-c-erbB2 (HER-2) a considérablement diminué la 
croissance de cellules cancéreuses sur un modèle in vivo.[208] Des études d’inhibition de 
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propagation virale dans les poumons ont été réalisées avec des complexes à base de PEI linéaire 
et des siRNA dirigés contre la nucléoprotéine virale.[209] Le PEI serait un système prometteur de 
vectorisation in vivo des siRNA, si on pouvait réduire sa toxicité et augmenter sa 
biodégradabilité. 
Un dendrimère de poly(L-lysine) a été utilisé avec succès pour inhiber l’expression de 
l’Apoprotéine B dans les hépatocytes. Ces complexes n’ont pas présenté de toxicité hépatique 
chez la souris.[210] La protamine est une petite protéine riche en arginine capable de condenser 
et de faire des complexes stables avec les siRNA. Une étude in vivo a montré qu’une injection 
intrapéritonéale permet d’inhiber le facteur VEGF et de limiter la croissance d’un 
hépatocarcinome induit chez la souris.[211] De plus l’absence de production d’interféron-α et 
d’interleukine-12 dans le sérum montre un faible effet immunostimulateur des complexes 
protamine-siRNA.  
La caractéristique fondamentale dans l’utilisation des polymères cationiques synthétiques 
est la toxicité dose dépendante par injection systémique. Le PEI et la poly(L-lysine) sont capables 
d’induire la nécrose et l’apoptose de nombreuses lignées cellulaires.[212, 213]  Cependant, la 
toxicité peut être réduite en les conjuguant à des polymères hydrophiles et biocompatibles tels 
que le poly(éthylène glycol) ou encore en éliminant l’excès de polycation (non complexé). A 
contrario, les polymères cationiques naturels (chitosane, protamine) sont biocompatibles, 
biodégradables et non-toxiques. 
1.4 Ciblage actif 
Afin de déclencher le mécanisme d’ARN interférence (ARNi) in vivo par une voie 
d’administration systémique, Il est primordial que les siRNA se retrouvent dans le cytoplasme 
des cellules d’intérêt. Pour cela, il faut augmenter le temps de circulation des siRNA dans 
l’organisme, permettre une accessibilité du système vers les tissus concernés et enfin un ciblage 
spécifique des cellules visées. De cette façon, le mécanisme d’action est optimisé et localisé à la 
zone d’intérêt, évitant les effets secondaires non spécifiques. Des études ont montré qu’il était 
possible de cibler spécifiquement les cellules cancéreuses grâce à différents ligands greffés à la 
surface des vecteurs.[214, 215] 
L’acide folique ou vitamine B9 est une vitamine hydrosoluble, précurseur métabolique d’une 
coenzyme, le tétrahydrofolate, qui est impliqué dans la synthèse des acides nucléiques et des 
acides aminés. Cet enzyme est nécessaire dans le cas de forte croissance cellulaire et beaucoup 
de cellules cancéreuses surexpriment le récepteur à l’acide folique. Ce dernier est l’une des 
cibles potentielles dans le développement de thérapies anti-tumorales.[216] Afin de cibler ce 
récepteur, il est possible d’utiliser l’acide folique lui-même ou des anticorps le reconnaissant 
spécifiquement.[217] Par exemple, un polyéthylèneimine conjugué à l’acide folique donne une 
meilleure activité des complexes avec le siRNA.[218] 
Le peptide Arg-Gly-Asp (RGD) cible les tumeurs vasculaires exprimant l’intégrine, αvβ3. Un 
PEI-pégylé-RGD a été développé pour vectoriser les siRNA anti-VEGF vers les tumeurs.[219, 220] 
Dans un modèle murin, les complexes injectés par voie intraveineuse inhibent donc 
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l’angiogenèse et limitent la croissance des tumeurs exprimant les intégrines. Les mêmes 
complexes ont également montré, après injection par voie intraveineuse ou application locale, 
une efficacité sur les virus induisant l’angiogenèse ou des lésions herpétiques.[221] 
Lorsqu’un antigène est spécifique à une cellule cible ou bien surexprimé, il peut être utilisé 
pour générer des anticorps spécifiques qui seront ensuite greffés sur les vecteurs pour cibler 
spécifiquement les cellules d’intérêts. Les antigènes HER-2 et le récepteur EGF ont été utilisés 
dans le cadre du ciblage des cellules cancéreuses.[222-224] Un fragment d’anticorps dirigé contre la 
glycoprotéine gp 120 du VIH (virus de l’immunodéficience humaine) a été utilisé pour inhiber la 
réplication du virus dans les cellules T primaires.[225] 
1.5 Les polymersomes 
Les polymersomes sont des vésicules assemblées le plus souvent à partir de copolymères à 
blocs amphiphiles. Si l’analogie structurale entre polymersomes et liposomes est évidente, ces 
deux types de structures présentent néanmoins des propriétés de membrane différentes. Ainsi, 
les liposomes ont des membranes fluides, déformables, perméables alors que la membrane des 
polymersomes est plutôt imperméable et peu fluide en raison de la cohésion apportée par les 
interactions entre les blocs polymères.  De ce point de vue, les polymersomes ont été comparés 
aux capsides virales qui protègent le génome viral du milieu extérieur.[226] Pour une revue 
complète sur les propriétés physiques des polymersomes, le lecteur pourra se référer à plusieurs 
articles de référence.[227-234] Dans cette partie nous montrerons que la chimie des copolymères et 
leur propriété d’auto-assemblage permettent d’obtenir des vésicules avec des propriétés 
modulables, qui peuvent servir à la vectorisation des siRNA.  
1.5.1 Les copolymères à blocs 
Les outils de synthèse accessibles au polymériste tels que les techniques de polymérisation 
contrôlées et vivantes, permettent la préparation d’une grande diversité de copolymères tant du 
point de vue de leur architecture (linéaire ou branché) que de celui de leur composition (choix 
des fonctions chimiques). Ainsi, la grande disponibilité des blocs existants permet de contrôler 
finement les propriétés du matériau final en vue d’une application particulière. La revue de tous 
les copolymères à blocs ayant été synthétisés ne pouvant se faire de façon exhaustive, nous 
renvoyons le lecteur à différentes articles [235-239] et livres[240, 241] couvrant ce vaste domaine. Dans 
cette partie, nous nous intéresserons en particulier aux copolymères à blocs amphiphiles de type 
AB ou ABA qui peuvent être synthétisés par polymérisation séquentielle ou par simple couplage 
des blocs correctement fonctionnalisés à leurs extrémités.  
L’intérêt des copolymères à blocs amphiphiles vient de leur capacité à s’auto-assembler en 
solvant aqueux. Les différentes mésophases observées lors de l’assemblage des copolymères à 
blocs en solvant sélectif résultent de la balance entre les forces attractives et répulsives 
générées par chaque bloc. Les copolymères à blocs complètent donc la famille des molécules 
amphiphiles comprenant les tensioactifs (ou surfactants) ioniques et non-ioniques et les 
phospholipides, constituants principaux des membranes cellulaires.  
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 Nous nous intéresserons uniquement aux objets auto-assemblés en régime dilué, entre la 
CMC (concentration micellaire critique) et la CGC (concentration critique de gel). Dans cet 
intervalle, la morphologie et les dimensions de l’agrégat dépendent de l’équilibre de trois forces 
influant sur l’énergie libre de l’objet micellaire: l’étirement des chaînes formant la partie 
hydrophobe, les répulsions entre les chaînes de la couronne hydrophile et enfin la tension 
interfaciale entre la partie hydrophobe et la solution. Par conséquent, tout changement des 
paramètres intrinsèques du copolymère (fraction volumique de chacun des blocs[242], masse 
molaire totale) et de la solution (fraction en eau dans un mélange de solvant, nature et 
composition du solvant, présence d’additifs)[243] est susceptible de modifier l’équilibre de ces 
forces et ces paramètres peuvent donc être utilisés pour contrôler la taille et le type d’agrégat 
formé (micelles sphériques et cylindriques, vésicules...). 
Différentes théories ont été développées pour prédire les paramètres structuraux et  
thermodynamiques des structures auto-assemblées (CMC, nombre d’agrégation Nagg, rayons de 
la micelle …) à partir des caractéristiques d’un copolymère AB (masse molaire, degrés de 
polymérisation NA et NB). Le but de cette partie n’est pas de donner une description exhaustive 
des théories et modèles utilisés pour prévoir la morphologie des structures auto-assemblées 
mais d’en tracer les grandes lignes. Pour une description plus détaillée le lecteur pourra se 
référer à de très bonnes revues.[244-246] Tout d’abord,  il existe une théorie fondée sur des lois 
d'échelles qui a été décrite par de Gennes en 1978 pour des micelles caractérisées par un cœur 
de taille importante et une couronne fine que l’on appelle « crew-cut micelles ».[247] Cependant, 
les modèles basés sur des lois d’échelle sont souvent complétés par des calculs issus de la 
théorie du champ moyen. Cette théorie a été appliquée à la micellisation des copolymères à 
blocs Noolandi [248] et par Leibler[249] en 1983. Le principe est de minimiser l’énergie libre d’un 
ensemble de micelles en se basant sur des valeurs numériques du paramètre d’interaction de 
Flory-Huggins, de la masse molaire et de la composition du copolymère. Les théories de champ 
moyen appliquées à la micellisation des copolymères à blocs en solvant sélectif ont été 
revues.[250] Parallèlement à ces travaux, il existe une théorie plus accessible fondée sur de 
simples considérations géométriques. Cette théorie, développée par Israelachvili pour des 
systèmes amphiphiles simples tels que les tensioactifs ou les lipides,[251]  est parfaitement 
applicable et efficace pour l'analyse et la prédiction des morphologies obtenues par auto-
assemblage de copolymères à blocs. Dans le cas où les forces attractives prédominent, l’aire 
interfaciale a0 par chaînes diminue et, inversement, si ce sont les forces répulsives qui 
prédominent (figure 14). La compétition entre ces deux forces opposées, qui dépendent 
beaucoup de la géométrie des deux blocs, va être à l’origine des différentes morphologies 
précédemment évoquées (micelles, vésicules…). 
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Figure 14- Forces attractives et répulsives contribuant à la formation des agrégats 
micellaires en solution[251]  
Les hypothèses d’Israelachvili prennent en compte trois paramètres : l’interface a0, le 
volume v occupé par les chaînes hydrophobes et leur longueur maximale lc exprimés par la 
relation : p=v/a0lc avec p, le paramètre d’empilement qui permet de prédire la structure finale 
de l’auto-assemblage (figure 15). 
 
Figure 15- Influence des paramètres moléculaires sur la morphologie du système micellaire 
: v, a0 et lc représentent, respectivement, le volume, l’aire interfaciale et la longueur des blocs 
hydrophobes[251] 
Plus récemment, Discher et Eisenberg[228] se sont basés sur des résultats expérimentaux 
obtenus sur l’étude de l’auto-assemblage des copolymères amphiphiles, pour prédire la 
morphologie des objets formés en fonction de la fraction massique du bloc hydrophile, f. Une 
valeur de f ~ 35±10% favoriserait ainsi la formation de vésicules, alors que des micelles 
sphériques sont généralement obtenues pour f > 50%. Les morphologies cylindriques 
apparaissent pour des fractions massiques en blocs hydrophiles comprises entre 40 et 50% 
(figure 16). Cependant cette règle, établie pour des copolymères amphiphiles diblocs flexibles et 
non-chargés, peut varier sensiblement lorsque les interactions où l’architecture devient plus 
complexes. 
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Figure 16- Morphologies attendues pour un copolymère amphiphile dans l’eau en fonction 
de la fraction massique du bloc hydrophile, f [228] 
Tous ces outils théoriques et empiriques donnent des tendances générales sur la 
morphologie des systèmes auto-assemblés à l’équilibre. Mais la morphologie obtenue peut aussi 
être influencée par le procédé de formation qui peut figer le système dans un état plus ou moins 
éloigné de son état d’équilibre. 
1.5.2 Méthodes de préparation des polymersomes 
Les méthodes de préparation des copolymères diblocs amphiphiles sont assez similaires à 
celles utilisées pour les phospholipides. Au-delà des caractéristiques moléculaires, la méthode de 
préparation des nanoparticules est également un facteur clé pour contrôler les mécanismes 
(cinétiques et thermodynamiques) du processus d’auto-assemblage des copolymères à blocs. La 
méthode de préparation des solutions de copolymères est tout aussi importante que la synthèse 
des composés eux-mêmes. Quatre méthodes de préparation sont fréquemment utilisées pour 
préparer des solutions de polymersomes.  
La première est la dissolution directe, cette méthode consiste simplement à solubiliser le 
copolymère à blocs dans l’eau où dans une solution aqueuse tamponnée, à une concentration 
supérieure à sa CMC. L’auto-assemblage se fait sous agitation jusqu’à la dissolution complète du 
copolymère. La cinétique d’auto-assemblage dépend bien sûr de paramètres moléculaires 
comme la masse molaire ou la fraction hydrophile, mais aussi du caractère vitreux ou cristallin 
du copolymère qui peuvent freiner voire empêcher la solubilisation. Dans ce cas, la solution est 
souvent chauffée au-dessus de la température de transition vitreuse Tg. La concentration en 
copolymère peut également influencer le résultat de l’auto-assemblage.[252] 
La deuxième méthode est la nanoprécipitation ou la méthode des co-solvants. Dans un 
premier temps, le copolymère est solubilisé dans un solvant organique non sélectif miscible avec 
l’eau (DMF, DMSO, THF, acétone…). On ajoute ensuite progressivement l’eau dans la phase 
organique sous agitation en contrôlant le débit. L’auto-organisation a lieu de manière 
progressive de façon à minimiser le contact entre les blocs hydrophobes et l’eau. La quantité 
d’eau à ajouter dépend à la fois de la concentration et de la masse molaire du copolymère.[253] 
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Plus ces grandeurs sont élevées, plus la quantité d’eau à ajouter est faible. Par cette méthode, la 
morphologie des objets formés après micellisation n’est cependant pas nécessairement à 
l’équilibre thermodynamique. En effet, la taille et la forme des agrégats peut évoluer en fonction 
du temps, mais également en fonction de la quantité d’eau ajoutée.[254, 255] La dernière étape 
consiste à éliminer le solvant organique par dialyse ou par évaporation s’il s’agit de solvants 
volatils. Bien que le protocole soit simple, il implique un nombre important de paramètres 
expérimentaux qui peuvent affecter l’auto-assemblage. 
La troisième méthode est la réhydratation de film qui consiste à solubiliser le copolymère 
dans un bon solvant des deux blocs puis à l’évaporer laissant un film uniforme de copolymère. La 
phase aqueuse chauffée est ensuite ajoutée, sous agitation, pour dissoudre le film polymère. 
Cette technique a initialement été mise au point pour la préparation de vésicules issues de 
phospholipides (liposomes) car le séchage en film mince permet de préformer une phase 
lamellaire qui donnera les vésicules une fois hydraté. Elle est depuis appliquée à la formation de 
vésicules de copolymères à blocs.[230] 
La dernière méthode est l’émulsification « huile dans eau » utilisée pour la préparation de 
nanoparticules à base de copolymères à blocs. Dans ce cas, les copolymères à blocs sont 
solubilisés de façon non sélective dans un solvant non miscible à l’eau, dans un solvant chloré 
par exemple. Ensuite, la phase aqueuse est ajoutée et le mélange est agité vigoureusement ou 
soniqué afin de former une émulsion fine « huile dans eau » qui est stabilisée par le copolymère 
à la surface des gouttelettes. Après élimination du solvant, par évaporation par exemple, on 
obtient des agrégats micellaires du copolymère.[256] 
1.5.3 Mécanisme de formation des polymersomes 
Le mécanisme de formation des vésicules a été principalement décrit pour les systèmes 
amphiphiles de faible masse molaire tels que les lipides et les tensioactifs. Il commence par la 
formation de petits agrégats micellaires qui s’aplatissent pour donner des micelles discotiques 
(fragments de membrane), puis ces fragments se courbent et se referment pour donner les 
vésicules (figure 17, mécanisme I).[257, 258] Récemment, un autre mécanisme s’appliquant aux 
longues molécules interagissant peu, telles que les copolymères à blocs, a été postulé sur la base 
de simulations.[259] Les chaînes de copolymères s’agrègent mais la ségrégation des blocs est 
retardée à cause des masses molaires élevées. Quand la micelle en croissance atteint une taille 
critique, de l’eau diffuse vers le cœur aidée par le fait que le copolymère soit encore peu ségrégé 
ce qui facilite le « flip-flop » des chaînes (figure 17, mécanisme II). La vésicule continue à croître 
jusqu’à ce que tout le copolymère en solution soit consommé. Ce mode de formation peut donc 
conditionner la capacité à encapsuler une molécule hydrosoluble. En effet, la formation par le 
mécanisme I où une bicouche plane se referme sur elle-même en encapsulant le milieu 
extérieur, permet de charger les vésicules avec le principe actif contenu en solution. En 
revanche, le mécanisme II de nucléation/croissance ne permet pas d’encapsuler le milieu 
extérieur. [260] 
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Figure 17- Illustration schématique des deux mécanismes possibles pour la formation de 
vésicules à partir d’un état homogène (carré grisé sur la gauche). Les couleurs grises et noires 
sur les particules désignent respectivement les blocs hydrophiles et hydrophobes. 
1.5.4 Encapsulation de molécules hydrophiles par les polymersomes  
Kataoka et al. ont montré qu’il était possible d’encapsuler des protéines hydrophiles dans les 
PICsome (micelles formées à partir de copolymères portant des segments polyélectrolytes de 
charge opposée) en milieu physiologique.[261] Dans les applications biomédicales l’encapsulation 
de protéines sensibles aux protéases permet de les protéger de la dégradation enzymatique. La 
myoglobine (metMb) a été encapsulée dans les polymersomes et son intégrité a été vérifiée 
grâce à l’activité biologique qui est suivi quantitativement par spectrométrie UV/Vis. Les metMb 
encapsulés par les PICsomes sont réduits en deoxyMb par les ions S2O4
2- qui diffusent à travers la 
membrane des PIC. Cette réaction est réversible et se passe bien dans les PICsomes car même 
en présence de trypsine dans le milieu la protéine fonctionne. L’encapsulation des metMb dans 
les PICsome se produit au moment du processus de formation des vésicules. La concentration 
initiale de la solution de Mb est de 5 mg/mL-1 et après encapsulation, la concentration finale en 
metMb est de seulement 0,88 µg.mL-1. 
En 2007, l’équipe d’Einsenberg a réussi à encapsuler de la BSA-fluorescente (Bovine serum 
albumin) dans des vésicules de PEO-b-PCL-b-PA (polyoxyde d’éthylène-b-polycaprolactone-
polyacide acrylique).[262] Des tests de relargage de cette molécule ont été effectués en milieu 
physiologique par dégradation hydrolytique des fonctions esters du bloc PCL. De plus, les 
auteurs montrent que selon la nature des différents blocs hydrophiles, PEO et PAA, la protéine 
s’adsorbera à l’interface interne ou externe. 
En tant que vecteur de molécules hydrophiles, les polymersomes doivent montrer une 
efficacité d’encapsulation élevée. Or, l’encapsulation est intimement liée au mécanisme de 
formation des vésicules. Et comme nous l’avons vu, différents paramètres entrent en jeu lors du 
processus de préparation des vésicules tels que la méthode de préparation (dissolution directe, 
co-solvant, réhydratation de film et émulsion), les propriétés physico-chimiques (hydrophobicité, 
rigidité, charge, …) les conditions du milieu (pH, force ionique et température). Par exemple, on 
trouve dans la littérature que le copolymère à blocs PMPC-b-PDPA (poly(méthacryloyloxy) éthyl 
phosphorylcholine-b-poly(diisopropylamino) méthacrylate d'éthyle) pH-stimulable montre une 
efficacité d’encapsulation maximale de 27% en Dox.[263] Cette efficacité d’encapsulation assez 
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élevée semble indiquer un mécanisme de formation de type I (figure 17). Un autre copolymère 
pH-stimulable, le PEO-b-PDEA (polyoxyde d’éthylène-b-poly(diéthylamino) méthacrylate de 
méthyle) n’encapsule pas de molécules fluorescentes.[260] Les auteurs expliquent que le 
mécanisme de formation des vésicules serait de type II (figure 17). En fait, il apparaît que  
l’étude de l’encapsulation des molécules hydrophiles par les polymersomes reste encore peu 
explorée à ce jour. Dans tous les cas, des études approfondies doivent être menées pour chaque 
type de copolymère car des différences de comportement, en particulier au niveau de leur 
formation, peuvent avoir des conséquences importantes sur les propriétés d’encapsulation.    
1.5.5 Polymersomes stimulables  
La diversité chimique des copolymères à blocs permet de concevoir des systèmes 
supramoléculaires capables de réagir à différents stimuli. L’approche classique pour la 
conception de systèmes auto-assemblés stimulables est la conversion du copolymère amphiphile 
en système non-amphiphile (hydrophile ou hydrophobe) soit par la modification de 
l’environnement correspondant à des conditions physiologiques ou pathologiques (pH, 
température, potentiel redox), soit par l’imposition d’un stimulus externe localisé (lumière, 
température, champs magnétique). La réponse de l’agrégat à ces stimuli peut se faire de 
manière irréversible ou réversible.[232, 264-266] La déstabilisation contrôlée d’un agrégat auto-
assemblé, lorsque les conditions sont réussies, est une propriété très importante dans le cadre 
de la valorisation et de la délivrance contrôlée d’un principe actif.[267] 
1.5.5.1 Réponse au pH 
La variation du pH comme stimulus, pour déstabiliser les vésicules, est un des paramètres les 
plus intéressants. En effet, dans le corps humain, le pH à l’intérieur d’une tumeur solide est plus 
acide qu’à proximité d’un tissu sain, de même que les compartiments subcellulaires endosomaux 
et lysosomaux ont un pH proche de 4. Les systèmes répondant au pH sont donc les plus étudiés 
pour les applications de type vectorisation qui constituent la majorité des applications actuelles 
des systèmes polymères auto-assemblés. La plupart des vésicules stimulables par le pH 
présentent un bloc polyamine, c’est à dire que ce bloc est généralement hydrophile car chargé à 
un pH inférieur à son pKa et neutre et hydrophobe à un pH supérieur à son pKa. Par conséquent, 
lorsque ce bloc est lié à un autre bloc hydrophile, le copolymère est amphiphile et s’auto-
assemble en vésicules lorsque le pH est au dessus du pKa tandis qu’il se solubilise en entraînant 
la destruction de la vésicule à pH < pKa. L’objectif est l’obtenir un bloc présentant un pKa entre 4 
et 6 pour pouvoir dissocier la vésicule et libérer un principe actif lors de l’internalisation de la 
vésicule dans les endosomes et lysosomes. 
Du et al.[263] ont ainsi montré la formation de vésicules de PMPC25-b-PDPA120-160 lorsque le pH 
passe au-dessus de 6 (figure 18). En-dessous de pH 6, les vésicules se dissocient par protonation 
du bloc PDPA, conduisant à la solubilisation du copolymère et à la destruction de la vésicule. 
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Figure 18- Formation de vésicules de PMPC-b-PDPA par ajustement du pH 
(concentration initiale=1 mg.ml-1)
 [263]
 
Certains copolymères à blocs présentent deux blocs peptidiques, on parle de copolypeptides. 
Chacun des segments polypeptidiques peut être hydrophiles ou hydrophobes et changer de 
conformation en fonction du pH. Ces changements de conformation ont été utilisés dans le 
copolypeptide PGA-b-PLys (polyacide glutamique-b-polylysine) (figure 19).[268] A pH acide, le bloc 
PLys est un polyélectrolyte cationique et le bloc PGA, neutre, adopte une conformation 
hélicoïdale donnant ainsi lieu à des vésicules chargées positivement ; à pH neutre le copolymère 
est zwitterionique et les chaînes sont libres en solution ; à pH basique le bloc PGA est un 
polyélectrolyte anionique et le bloc PLys en conformation hélicoïdale, ce qui donne lieu à la 
formation de vésicules chargées négativement. 
 
Figure 19- Auto-assemblage du copolymère PGA15-b-PLys15 en fonction du pH.
[268]
 
1.5.5.2 Réponse à la température 
Certains systèmes vésiculaires synthétiques sensibles à la température sont basés sur la 
variation de la solubilité d’un bloc avec la température (généralement le poly(N-
isopropylacrylamide) PNIPAm). Les homopolymères de PNIPAm présentent une transition étroite 
entre un état déshydraté et un état hydraté au voisinage de leur température de solubilité 
critique (LCST : low critical solubility temperature), à 32 °C dans l’eau. Ainsi, en-dessous de la 
LCST, les chaînes sont en conformation étirée avec une hydratation maximale par formation de 
liaisons hydrogène avec l’eau. Mais lorsque la température passe au dessus de la LCST, les 
liaisons hydrogènes sont rompues et les chaînes PNIPAm se contractent par effet 
hydrophobe.[269] Les premiers systèmes vésiculaires synthétiques à avoir utilisé l’effet 
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thermosensible du PNIPAm sont apparus en 2006 avec les travaux indépendants des équipes de 
Discher[270] et de McCormick.[271]  
Les copolymères PNIPAm-b- PEO (fPEO=7.6 wt % à 21 wt %) ont montré qu’en franchissant la 
LCST (33 °C), les chaînes jusqu’alors dispersées en solution, s’agrègent pour former des vésicules 
de 300 nm de diamètre. Ces agrégats ne sont pas figés car en continuant à augmenter la 
température, le diamètre des vésicules atteint 1 micron à 40 °C. De plus, la modulation de la 
LCST est possible en jouant sur la fraction en PEO. Le relargage d’un principe actif encapsulé 
dans la vésicule a ensuite été démontré après abaissement de la température à 27° C, en 
dessous de la LCST lorsque le copolymère devient hydrophile. [270] 
Les copolymères de poly(3-aminopropyle de methacrylamide)-b-poly(N-isopropylacrylamide) 
(PAMPA-b-PNIPAm) ( fPNIPAm= 22 à 36 wt %) ont aussi été obtenus en augmentant la température 
au-dessus de la LCST. Le bloc hydrophile PAMPA est un polyélectrolyte cationique (figure 20) qui 
peut être complexé par l’ajout d’une chaîne polyanionique PAMPS pour former une vésicule 
réticulée par liaisons électrostatiques. Après cette stabilisation, l’abaissement de la température 
en-dessous de la LCST ne dissocie plus la vésicule.  
 
Figure 20- Illustration de la formation de vésicules à partir de copolymères diblocs PAMPA-
b-PNIPAm puis réticulation ionique par ajout de PAMPS : poly(sodium 2-acrylamido-2-
methylpropanesulfonate) [271] 
D’autres copolymères à blocs synthétiques se basent sur le changement de structure 
secondaire d’un bloc polypeptide avec la température. Parallèlement à la variation de la 
solubilité d’un des blocs dans les agrégats vésiculaires (LCST), un autre type de changement de 
conformation peut être induit par la température. En effet, l’utilisation d’un bloc poly(L-lysine) 
comme bloc hydrophile du copolymère, permet d’étudier l’influence de son changement de 
conformation avec la température (d’une hélice α intramoléculaire à un feuillet β 
intermoléculaire) sur la vésicule. Pour des valeurs de pH au-dessus du pKa de la poly(L-lysine) 
(pKa=10) où la lysine est en conformation hélice α, l’augmentation de la température de 40°C à 
63°C conduit à une augmentation de la taille des vésicules de PB-b-PLys (polybutadiène-b-
polylysine) d’un facteur 2 à cause de la transition vers une structure feuillet β entre les chaînes 
de la couronne hydrophile. L’explication de cette augmentation de taille avec la température est 
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que la réticulation non-covalente en feuillet β tend à diminuer la courbure de l’interface et donc 
à augmenter la taille de la vésicule. L’identification de ce changement de conformation du bloc 
PLys comme cause principale du changement de taille de la vésicule est confirmée par la 
suppression de cette variation en taille lorsque le pH initial est inférieur au pKa et que le bloc 
PLys n’est pas en conformation hélicoïdale. Cette transition a été confirmée dans des vésicules 
de PLLys134-b-PBLG64-b-PLLys134 (PBLG : poly(L-glutamate de benzyle)) par une augmentation du 
rayon hydrodynamique de 92 nm à 25° C à 148 nm à 37° C, à un pH de 11,5.[272] Néanmoins, 
l’augmentation de taille est expliquée ici non pas par un changement du nombre d’agrégation 
dans la vésicule mais uniquement par l’élongation des chaînes de poly(L-lysine) en conformation 
feuillet β. 
1.5.5.3 Réponse à un environnement oxydant 
De la même manière les réactions d’oxydoréduction, dans les zones inflammatoires et dans 
les endosomes et les lysosomes, peuvent aussi servir de stimulus pour moduler le caractère 
amphiphile d’un copolymère, dans le cadre de vectorisation de molécules thérapeutiques. Par 
exemple, le copolymère tribloc symétrique PEO16-b-PPS50-b-PEO16 (Mn = 5300 g/mol ; PPS : 
poly(sulfure de propylène) ; PEO : poly(oxyde d’éthylène)) [273] forme des vésicules par 
dissolution directe dans l’eau grâce à la faible Tg du bloc PPS (-40°C). La déstabilisation des 
vésicules en milieu oxydant (H2O2) est provoquée par l’oxydation progressive du bloc 
hydrophobe PPS, en poly(sulphoxyde de propylène) un peu plus hydrophile, puis finalement en 
poly(sulfone de propylène) très hydrophile (figure 21). La fraction hydrophile du copolymère 
augmente donc au cours de l’oxydation ce qui se traduit par une transition vers des 
morphologies de types micelles allongées, micelles sphériques puis par la dissolution complète 
du copolymère.[274] Dans cette expérience, la cinétique de déstabilisation dépend fortement de la 
concentration en agent oxydant.  
 
Figure 21-  Oxydation du bloc PPS d’un copolymère tribloc PEO-b-PPS-b-PEO par réaction 
avec H2O2.
 [274]
 
Ces polymersomes « oxydables » ont ensuite servi à l’encapsulation de la glucose-oxydase, 
une enzyme générant des composés oxydants (H2O2) à partir de glucose et en présence 
d’oxygène.[275] Ainsi, au fur et à mesure de la diffusion du glucose extracellulaire à travers la 
membrane, celui ci est converti en H2O2 par réaction avec la glucose-oxydase encapsulée, ce qui 
induit la déstabilisation progressive de la vésicule. Ces vésicules représentent un modèle de 
système pouvant potentiellement délivrer un principe actif en réponse à un environnement 
particulier riche en glucose mais aussi dans des applications de pointe telles que les tests 
immunologiques ou les sondes au glucose. 
Un autre exemple est celui du copolymère dibloc PEG17-SS-PPS30,
[276] où la liaison disulfure 
entre les deux blocs est sensible à la réduction. Les polymersomes formés à partir de ce 
copolymère à bloc restent stables dans le milieu extérieur légèrement oxydant, mais se 
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désagrègent rapidement lorsqu’ils sont internalisés dans les endosomes qui contiennent un 
agent réducteur (cystéine). Le délai entre l’internalisation, la rupture et le relargage des 
molécules encapsulées par les polymersomes est d’environ 10 minutes, ce qui en fait un vecteur 
potentiellement efficace. 
1.5.5.4 Réponse à la lumière 
Des systèmes de copolymère répondant à un stimulus lumineux permettent un contrôle 
original du relargage des molécules encapsulées. Une source de lumière émettant dans le 
proche infrarouge peut-être intéressante pour les applications biomédicales grâce à une 
pénétration plus profonde dans les tissus et une nocivité faible pour les cellules saines sur cette 
gamme de longueurs d’ondes. L’application clé des azobenzènes est liée à l’isomérisation 
réversible sous irradiation de la liaison azo entre la forme trans (E) et cis (Z). Après conversion de 
la forme trans sous irradiation UV, l’isomère cis étant thermodynamiquement moins stable, il 
revient lentement à sa forme trans, mais la lumière visible permet d’abaisser ce temps de retour 
à l’équilibre à quelques minutes. La longueur d’onde provoquant la photoisomérisation de 
l’azobenzène peut aussi être modulée par les substituants du chromophore et l’isomérisation 
provoque des changements significatifs des propriétés optiques, géométriques, mécaniques des 
groupements azobenzène. Wang et al.[277] ont formé des systèmes auto-assemblés à base de 
copolymère PAA31-b-PAzoMA33-stat-PtBA19, changeant de morphologie sous irradiation (figure 
22Erreur ! Source du renvoi introuvable.). Le bloc hydrophobe est une chaîne de 
oly(méthacrylate de méthyle) comprenant des groupements mésogènes latéraux de type 
azobenzène. La membrane des vésicules est donc formée d’un empilement compact de type 
cristal liquide de ces groupements azobenzène rigides. Sous irradiation, le passage à l’isomère cis 
déstabilise l’ordre cristal liquide des groupements azobenzène dans la membrane et déstabilise 
la vésicule. Le phénomène est réversible car les vésicules se reforment lorsque le groupement 
revient sous forme trans. 
 
Figure 22- Illustration de la rupture et du réassemblage de polymersomes PAzo-b-PAA en 
alternant des irradiations UV et visibles, images de MEB correspondantes [277] 
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1.5.6 Vectorisation des siRNA par des polymersomes 
Les vecteurs synthétiques à base de polymère constituent un moyen prometteur pour 
l’encapsulation de molécules thérapeutiques, offrant un environnement protecteur pour les 
molécules hydrophiles dans la cavité interne, mais aussi pour les molécules hydrophobes 
solubilisées dans la membrane. Les polymersomes peuvent être administrés localement ou par 
voie systémique. Selon la composition chimique des copolymères à blocs, on peut choisir un 
système stimulable adapté pour le relargage contrôlé des principes actifs. Les vecteurs 
permettent également d’augmenter la durée de circulation dans l’organisme et dans certains cas 
cibler spécifiquement un organe, un tissu ou un type cellulaire. En conséquence, les 
concentrations et fréquences d’injections peuvent être diminuées permettant une meilleure 
tolérance au traitement. A ce jour il y a très peu d’exemples dans la littérature de siRNA 
vectorisés par des polymersomes in vitro. Un des rares exemples est décrit dans une étude 
menée par Kim et al [278] sur la vectorisation des siRNA par des vésicules formées d’un mélange 
de copolymères à blocs amphiphiles à base de PEG15-b-poly(acide lactique)70 et de PEG26-b-
poly(butadiène)46 avec un ratio massique de 25:75. L’encapsulation des siRNA a lieu pendant 
l’étape de formation des vésicules par la méthode des co-solvants, en utilisant le DMSO et un 
tampon phosphate, puis en dialysant le milieu contre du tampon pour éliminer le DMSO et les 
siRNA libres. A ce stade, les vésicules ont une taille micrométrique, et après extrusion sur des 
membranes de polycarbonate ils obtiennent des particules de 100 nm. En utilisant des siRNA 
marqués à la fluorescéine et des copolymères marqués avec un fluorophore rouge, on observe 
une colocalisation des deux fluorophores au niveau des vésicules. Cependant, aucune 
information n’est donnée sur les quantités encapsulées. Des tests in vitro sur des cellules 
cancéreuses A549 montrent une inhibition de 40% de l’expression de la protéine Lamin A/C. En 
parallèle à cette expérience, une étude in vivo a été menée sur la vectorisation 
d’oligonucléotides antisens (OA) par des vésicules de PEG52-b-poly(caprolactone)44 + PEG26-b-
poly(butadiène)46 (25:75). Les OA sont dirigés contre l’ARNm défectueux de la dystrophine afin 
de rétablir une expression de la protéine normale. Les OA encapsulés sont injectés en 
intramusculaire dans un modèle de souris. Trois semaines après l’injection les souris sacrifiées 
montrent par immunomarquage un rétablissement de la dystrophine dans les tissus musculaires. 
Cette étude montre qu’il est possible d’encapsuler de petites séquences d’acides nucléiques 
dans un système de polymersomes et de transfecter des cellules cancéreuses in vitro ou des 
tissus musculaires in vivo. [278] 
1.5.7 La prochaine génération de polymersomes 
La synthèse et la production de vésicules multifonctionnelles est un enjeu d’importance pour 
la conception de nouvelles stratégies thérapeutiques. Ces vecteurs devront être biocompatibles, 
biodégradables et biorésorbables. Ils pourront réagir à différents stimuli tels que le pH, la 
température, le potentiel rédox, les rayonnements, le champ magnétique, etc… Ils porteront à 
leur surface des groupes fonctionnels qui permettront de greffer des sondes pour l’imagerie 
optique ou en IRM (Imagerie par résonance magnétique) mais aussi des ligands pour faciliter le 
ciblage et la pénétration cellulaire. 
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La mise en place de telles structures s’inscrit dans un nouveau concept, la théranostique, 
alliant thérapie et diagnostic. Différentes équipes de recherche ont montré un intérêt pour de 
telles structures.[234, 279, 280] L’avancée des recherches nécessite un travail à l’interface de la 
synthèse chimique, la caractérisation physico-chimique et l’expérimentation biologique. La 
figure 23 montre une nanoparticule multifonctionnelle pour la vectorisation de molécules 
thérapeutiques, tel que l’imaginent les théranosticiens. 
 
Figure 23- Nanoparticules multifonctionnelles et biocompatibles pour la vectorisation de 
molécules actives, combinant un agent de ciblage spécifique (anticorps, peptide, …), des 
agents de contraste pour l’imagerie (particules magnétiques, quantum dots, …), un agent 
d’internalisation cellulaire (peptide TAT, poly(arginine), …) et un élément stimulable  la 
libération des molécules thérapeutiques.[280] 
1.6 Systèmes originaux de vectorisation des siRNA 
1.6.1 « Two-in-One » micelleplex 
Le système combine deux stratégies thérapeutiques afin de les faire fonctionner en synergie. 
Un copolymère tribloc biodégradable poly(éthylène glycol)-b-poly(ε-caprolactone)-b-poly(2-
aminoéthyle d’éthylène phosphate) forme des nanoparticules (diamètre < 100 nm) capables de 
vectoriser à la fois des siRNA anti-Plk1 (polo-like kinase 1) et le paclitaxel (chimiothérapie) (figure 
24).[281] Le système présente un taux d’encapsulation de paclitaxel d’au moins 80% et de 100% 
pour les siRNA avec un rapport N:P de 5:1. Les nanoparticules ont un diamètre inférieur à 100 
nm et la distribution moyenne en taille semble monodisperse. Les paclitaxelmicelleplexsiRNA sont 
testées in vitro sur des cellules tumorales et in vivo sur un modèle murin MDA-MB-435s. Les 
résultats in vitro montre une forte l’inhibition dose dépendante de l’expression de la protéine 
Plk1. Les résultats in vivo indiquent que dans le cas des micelleplex, la dose de paclitaxel est 
réduite de 1000 fois pour obtenir les mêmes résultats qu’avec le paclitaxel seul. Les 
expérimentateurs ont également vérifié que le système « Two-in-One » n’induisait ni réponse 
immunitaire, ni toxicité. 
49 
 
 
 
 
 
Figure 24- (A) structure chimique du copolymère et schéma de la formation d’une 
nanoparticule micellaire encapsulant le siRNA et le paclitaxel, (B) Efficacité d’encapsulation du 
paclitaxel par le copolymère (n=3), (C) Expérience de retard sur gel pour démontrer la 
complexation des siRNA par les nanoparticules en fonction du rapport N:P, (D) MET image 
(barre d’échelle : 170 nm) et (E) Mesure DLS des paclitaxelmicellplexsiRNA at N:P/10:1 
[281] 
1.6.2 Les nanoplexes 
Des nanoplexes à base de PEI sont utilisés pour développer une plateforme 
multifonctionnelle.[282] Comme précédemment, le système combine deux méthodes de 
traitement du cancer. Les siRNA utilisés sont dirigés contre la choline kinase-α (Chk-α), une 
enzyme surexprimée dans les cellules cancéreuses du sein. De plus, le système encapsule une 
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prodrogue (précurseur médicamenteux) dérivée d’une enzyme, la cytosine désaminase 
bactérienne (bCD) qui convertit la 5-fluorocytosine (5-FC), non-toxique, en 5-fluorouracil (5-FU), 
cytotoxique. Les chercheurs ont synthétisé les nanoplexes (figure 25) combinant ces deux 
méthodes de traitement à une plateforme d’imagerie qui leur a permis de suivre in vitro et in 
vivo le comportement de leurs particules. In vitro, ils ont montré que les siRNA (marqués à la 
fluorescéine) et les nanoplexes (marqués à la rhodamine) se dissocient au bout de 24 heures 
dans le cytoplasme des cellules humaines MDA-MB-231 (cancer du sein), et qu’ils inhibent 
l’expression de la protéine Chk-α. In vivo, la cyanine 5.5 (couplée aux nanoplexes) et le 
gadolinium complexé au DOTA (couplé aux nanoplexes) permettent par imagerie optique et IRM 
de suivre l’accumulation du système au niveau de la tumeur et d’injecter le 5-FC au bon 
moment, pour optimiser l’efficacité thérapeutique et réduire la toxicité systémique. La 
conversion in vivo du 5-FC en 5-FU est suivie par spectroscopie à résonance magnétique 1H et 
19F. Sur un modèle de tumeur implantée chez la souris, les résultats ont montré que le système 
fonctionne en synergie pour réduire de 7 fois la croissance de la tumeur. Aucun signe 
d’inflammation ou de toxicité n’a été relevé chez les souris traitées.  
 
Figure 25- schéma d’un nanoplexe [282] 
1.7 Conclusion 
L’étude bibliographique a confirmé tout l’intérêt d’utiliser les siRNA comme molécules 
thérapeutiques pour le traitement de diverses pathologies. Elle a aussi mis en évidence la 
nécessité d’encapsuler ces molécules dans des particules pour augmenter les doses locales et 
protéger les molécules du milieu extérieur. Parmi les différents systèmes de particules utilisés 
pour la nanomédecine, ceux préparés à partir de copolymères à blocs amphiphiles ont été 
largement étudiés par de nombreuses équipes de recherches et cela depuis au moins deux 
décennies. Plus récemment, il a été montré que ces copolymères pouvaient former des 
structures vésiculaires adaptées, a priori, à l’encapsulation de molécules hydrophiles. 
Cependant, force est de constater qu’à ce jour très peu de travaux ont été consacrés à l’étude 
des vésicules polymères pour l’encapsulation de macromolécules biologiques telles que les 
protéines, l’ADN et a fortiori les siRNA. Ainsi, il paraît pertinent, au vu de la littérature, 
d’effectuer une étude approfondie sur le potentiel de ces vésicules polymères comme vecteur 
des siRNA.   
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Chapitre 2 : Synthèse de copolymères à blocs amphiphiles biocompatibles et 
biodégradables 
Le laboratoire de chimie des polymères organiques (LCPO) a acquis, depuis plusieurs années, 
une expérience reconnue dans la formulation des vésicules de polymères, appelées 
polymersomes, dont la membrane est constituée d’une bicouche de copolymères à blocs 
amphiphiles. Différentes stratégies, basées sur la chimie supramoléculaire, ont été utilisées pour 
auto-assembler ces copolymères en milieux aqueux et encapsuler des principes actifs 
majoritairement hydrophobes. L’encapsulation de molécules hydrophiles dans les polymersomes 
telles que des biomolécules d’intérêt thérapeutique (protéines, peptides, acide nucléiques) a été 
très peu étudiée dans la littérature et constitue un des objectifs majeur de ce travail de thèse. 
  De nombreux copolymères à blocs amphiphiles ont été décrits dans la littérature et leurs 
propriétés d’auto-assemblage étudiées. Le bloc hydrophobe est généralement un polymère 
vinylique, le bloc hydrophile pouvant être neutre, chargé positivement ou négativement.[1-7] Le 
LCPO a développé différents copolymères contenant un bloc polypeptide tel que la poly(L-
lysine), le poly(L-glutamate de γ-benzyle) (PBLG) et sa forme hydrolysée, le poly(acide L-
glutamique). [8]  
Plus récemment, une nouvelle gamme de copolymères à blocs contenant un bloc 
polysaccharide comme le hyaluronane ou le dextrane associé à un segment polypeptide, le PBLG 
a été synthétisé au laboratoire. Ces structures originales ont déjà été évaluées chez le petit 
animal pour la vectorisation de molécules anticancéreuses.[9-12] Les copolymères à base de 
polysaccharides sont biocompatibles, biodégradables et ont un caractère furtif face au système 
immunitaire. Dans certains cas comme avec le hyaluronane, ils ont une affinité particulière avec 
des récepteurs membranaires comme les CD44. La capacité de ces copolymères à s’auto-
assembler en polymersomes est potentiellement un atout pour la vectorisation de molécules 
hydrophiles biologiquement actives telles que les siRNA. Cependant, le PBLG est un bloc 
hydrophobe responsable d’une forte cohésion de la membrane des vésicules en raison de sa 
conformation hélicoïdale et rigide et des interactions que ces hélices forment entre elles dans le 
plan de la membrane. La stabilité importante des membranes de PBLG peut constituer un 
obstacle à la dissociation des vésicules et à la libération de leur contenu. Tout en gardant l’idée 
d’utiliser des structures copolymères contenant un bloc polysaccharide nous avons envisagé de 
remplacer le bloc PBLG par un segment polymère moins rigide tel qu’un polyester. Le poly(D,L 
lactide) (PDLLA) et le poly(lactide-co-glycolide) (PLGA), ont été choisis pour leur caractère 
amorphe, leur température de transition vitreuse relativement faible (~40°C) et aussi par 
rapport à leurs propriétés biologiques puisque ces polymères sont biocompatibles, 
bioassimilables et ont eu l’agrément de la FDA (Food and Drug Administration)  pour de 
nombreuses applications médicales.  
Dans la première partie de ce chapitre nous expliquerons de manière concise le choix des 
blocs polymères utilisés pour la synthèse chimique des copolymères amphiphiles. Puis dans la 
seconde partie, la stratégie de synthèse utilisée pour coupler les blocs de polysaccharides avec le 
PBLG ou les blocs polyesters sera détaillée.  
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2.1 Choix des blocs hydrophiles et hydrophobes  
2.1.1 Polysaccharides : hyaluronane et dextrane 
Les polysaccharides ont été choisis comme blocs hydrophiles pour rendre les systèmes 
nanostructurés furtifs aux voies d’élimination classiques citées précédemment dans le chapitre 
bibliographique. L’utilisation du hyaluronane (ou acide hyaluronique) et du dextrane est 
reconnue par la FDA pour des applications biologiques. Leur structure est présentée dans la 
Figure 26. L’acide hyaluronique et le dextrane utilisés proviennent respectivement de Life-Core 
Corporation® et de Pharma Cosmos. Des polysaccharides de faibles masses ont été choisis, 5000 
g/mol pour le hyaluronane et 7000 g/mol pour le dextrane, afin de faciliter leur couplage 
chimique avec le bloc hydrophobe. Par ailleurs les polysaccharides de faibles masses molaires 
sont plus facilement métabolisés et/ou éliminés par l’organisme. Les indices de polymolécularité 
(Mw/Mn) des deux polysaccharides ont été déterminés par chromatographie d’exclusion stérique 
(CES) et sont de 1,3 pour le hyaluronane et de 1,4 pour le dextrane (Figure 27). Ces indices 
relativement faibles pour des polysaccharides, ainsi que l’absence d’épaulements sur les 
chromatogrammes, mettent en évidence que les lots ont été convenablement purifiés par le 
fabricant.  
 
Figure 26- Motifs de répétition du (A) Hyaluronane et du (B) Dextrane 
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Figure 267- Analyse des polysaccharides en chromatographie d’exclusion stérique (CES) 
couplée à une double détection : diffusion de la lumière multiangle (rouge)  er 
réfractométique (bleu). (A) hyaluronane de Life Core, éluant : tampon phosphate à 10 mM pH 
9 + 0.2M NaNO3 (B) dextrane de Pharmacosmos, éluant : H2O. Les analyses ont été effectuées 
à un débit de 0.6 mL/min, à température ambiante 
2.1.1.1 Hyaluronane 
La structure chimique du hyaluronane a été déterminée dans les années 1930 dans le 
laboratoire de Karl Meyer à l’université de Columbia.[13] Le hyaluronane est un polysaccharide 
constitué d’un enchaînement d’unités disaccharides d’acide D-glucuronique et de N-acétyl-D-
glucosamine, liés respectivement par des liaisons glycosidiques β-1,4 et β -1,3. Ce polysaccharide 
est le plus simple des glycosaminoglycanes (GAG) non sulfatés et non fixé à une protéine 
centrale. Il est largement présent dans les tissus conjonctifs, épithéliaux et nerveux. On le 
trouve, par exemple, dans l’humeur vitrée, le cartilage et le liquide synovial. C’est l’un des 
principaux composants de la matrice extracellulaire. Il contribue de façon significative à la 
prolifération et à la migration des cellules. Il peut se trouver impliqué dans la progression de 
certaines tumeurs malignes. 
En solution dans les fluides biologiques, ces molécules peuvent se replier sur elles-mêmes et 
adopter de multiples conformations. Les résidus d’acide glucuronique chargés négativement se 
repoussent, permettant ainsi à la molécule d’occuper un grand volume hydrodynamique en 
milieux aqueux. Dans les conditions physiologiques, les propriétés viscoélastiques du 
hyaluronane sont liées à sa capacité de former des liaisons hydrogènes, des interactions 
électrostatiques et hydrophobes. Ces propriétés en font un polymère adapté au soutien et à la 
protection des tissus contre les chocs et les déformations.[14] 
Identifiés chez tous les vertébrés, plus de 50% du hyaluronane est présent dans la peau. Sa 
synthèse est réalisée par des protéines membranaires, les hyaluronane synthases. [15-17] Ces 
enzymes polymérisent l’acide glucuronique et la N-acétylglucosamine en hyaluronane de haut-
poids moléculaire (>1000 kDa), qui est ensuite excrété par un transporteur ABC (ATP Binding 
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Casette) vers le milieu extracellulaire. Chez les mammifères, le hyaluronane est principalement 
dégradé par deux enzymes, que sont les endo-β-N-acétylglucosaminidases : Hyal-1 et Hyal-2. [18, 
19] Le polymère est d’abord clivé en fragments de 20 kDa à la surface des cellules qui expriment 
Hyal-2 et le récepteur CD44. Les produits de dégradation sont ensuite internalisés par 
endocytose et Hyal-1 dégrade les fragments de 20 kDa en tétrasaccharides. 
2.1.1.2 Dextrane 
Le dextrane a été découvert par Louis Pasteur comme un produit issu de la fermentation du 
vin.[20] D’origine bactérienne, il est produit principalement par des espèces métabolisant le 
glucose par fermentation lactique comme les Leuconostoc mesenteroides, Streptococcus mutans 
ou encore Lactobacillus brevis.[21, 22] Le dextrane est un polysaccharide constitué d’un 
enchaînement d’unités glucose liées par des liaisons α-1, 6 sur la chaîne principale. Il possède 
également des ramifications en α-1,3 présentes pour les dextrane de haut poids moléculaire 
(>105 g.mol-1). Le degré de ramification varie de 0,5% à 60% ce qui influence les propriétés 
physico-chimiques du polymère, en particulier ses propriétés rhéologiques.  
Le dextrane est biocompatible, il est parfois utilisé en substitut du plasma ou encore en 
microchirurgie pour prévenir les thromboses vasculaires. L’effet anti-thrombotique du dextrane 
est lié à ses propriétés d’interactions avec les érythrocytes, les plaquettes et l’endothélium 
vasculaire.[23] Ce polymère est stable quelles que soient les conditions de pH. Le dextrane peut 
subir une dégradation par les α-1-glucosidases, qui sont des enzymes impliquées dans le 
métabolisme du glucose. Chez les mammifères, ces enzymes sont principalement présentes dans 
le foie, l’intestin et les muscles.[24-26]  
2.1.2 Polyesters : poly(D,L lactide)  et poly(lactide-co-glycolide) 
Ces polyesters ont été choisis comme bloc hydrophobe en raison de leur faible rigidité 
(Tg~40-50°C), de l’absence de cristallinité et de leur sensibilité à l’hydrolyse, en particulier à pH 
acide comme dans les endosomes des cellules où le pH peut descendre jusqu’à 4-5.[27-37] Leurs 
formules chimiques sont présentées dans la Figure 28. Le PLGA et le PDLLA utilisés au cours de la 
thèse proviennent de Boehringher-Ingelheim Pharmaceutics (Allemagne). Leur masse molaire a 
été déterminée par CES couplé à une triple détection et en utilisant le THF comme éluant.  La 
masse molaire moyenne en nombre de ces deux polymères est de 7000 g.mol-1 pour le PLGA et 
de 11000 g.mol-1 pour le PDLLA, l’indice de polymolécularité valant 1,3 pour les deux polymères. 
Ce sont des polymères utilisés pour des applications biologiques variées car leurs produits de 
dégradation sont assimilés par le cycle de Krebs (acide lactique et acide glycolique). L’utilisation 
de ces deux polymères sous forme de nanoparticules pour la vectorisation d’agent anticancéreux 
a été récemment revue par Sarbari et Sanjeeb.[37] Les propriétés physico-chimiques et quelques 
exemples d’applications médicales des polyesters sont répertoriés dans le tableau 2. 
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Figure 28- Motifs de répétition du (A) poly(D,L lactide) (PDLLA)et du (B) poly(lactide-co- 
glycolide) (PLGA) 
 
Tableau 2- Propriétés physico-chimiques et applications des polyesters à base de lactide et 
de glycolide 
2.1.3 Polypeptide : poly(L-glutamate de γ-benzyle) 
Les polypeptides d’origine naturelle ou synthétique, sont des polymères biocompatibles 
utilisés dans de nombreuses applications à l’interface avec la biologie. La plupart des 
polypeptides synthétiques sont polymérisés par ouverture de cycle des N-carboxyanhydrides 
d’acides α-aminés.[8, 38-40]  Tout comme les protéines naturelles, les polypeptides synthétiques 
peuvent adopter différentes structures secondaires, par exemple en hélice ou en feuillet qui 
sont stabilisés par des liaisons hydrogène intra- ou intermoléculaires, ou plus simplement en 
pelote statistique.  
En tant que polyamides, Ils sont dégradés en milieu biologique par des enzymes, les 
protéases ou peptidases qui clivent les liaisons peptidiques, leur conférant ainsi des propriétés 
de biorésorbabilité. Ce processus de dégradation implique l’utilisation de molécules d’eau, ce qui 
classe ces enzymes dans la famille des hydrolases. Les protéases contribuent à la maturation des 
protéines,  à la digestion des protéines alimentaires, à la coagulation sanguine, au remodelage 
des tissus au cours du développement de l’organisme, à la cicatrisation et au renouvellement 
des protéines cellulaires.  
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La cellule dispose de trois options pour la dégradation de protéines, chacune impliquant un 
jeu spécifique d’enzymes de dégradation. [41, 42] 
 Dégradation d’une protéine par un protéasome 
 Dégradation d’une protéine par un lysosome 
 Autodestruction de la cellule entière par des caspases (Apoptose) 
Dans le premier cas, les protéines à dégrader sont marquées par des ubiquitines (petites 
protéines constituées de 76 acides aminés) sur un résidu lysine de la chaîne. Les protéines 
ubiquitinylées sont ensuite reconnues par un protéasome (grand complexe de protéases) et 
dégradées en peptides de 7 à 9 résidus. 
La dégradation des protéines par le lysosome implique un grand nombre d’hydrolases 
potentiellement capables de digérer tous les composants cellulaires endogènes ou exogènes 
(endocytose).  Les protéines sont dégradées par des protéases de la famille des cathepsines, qui 
compte aux moins douze membres et qui diffèrent par leur structure, leur mécanisme d’action 
et le type de protéine qu’elles clivent. Ces enzymes sont synthétisées sous forme de précurseurs 
inertes, activés par protéolyse après leur entrée dans l’endosome. Cependant, l’activité 
protéolytique nécessite un pH acide de l’ordre de 4 à 5, ce qui correspond au pH des endosomes 
tardifs et des lysosomes, grâce à la présence d’une pompe à proton ATP-dépendante. Cette 
activation en milieu acide permet de limiter les destructions consécutives à une libération 
accidentelle des hydrolases dans le cytoplasme (dont le pH est à 7,2). La plupart des peptidases 
ont des sites spécifiques de clivage, en fonction de la séquence des acides aminés. Dans certains 
cas, cette spécificité est faible et le site de coupure est dirigé par la structure de la chaîne 
latérale de l’acide aminé. Par exemple la chymotrypsine, de la famille des sérine-protéases, 
coupe préférentiellement les protéines à proximité des acides aminés aromatiques (tyrosine, 
tryptophane, phénylalanine et leucine). 
Les cellules sont pourvues d’un autre type de protéases, surtout cytoplasmiques cette fois, 
appelées caspases. Elles sont impliquées dans la réponse inflammatoire et particulièrement dans 
la mort cellulaire programmée ou apoptose. Les caspases sont ainsi nommées car le résidu 
catalytique du site actif est une cystéine qui coupe après un résidu aspartate, et ce sont des 
protéases. Le génome humain code pour 11 caspases, classées selon leur structure et leur 
mécanisme d’action, plus de 280 substrats ont été identifiés à ce jour.  
L’utilisation de polypeptides pour la formulation de vecteurs thérapeutiques a fait l’objet de 
nombreuses recherches.[11, 43-54] En particulier, de nombreux copolymères à blocs contenant un 
segment de poly(L-glutamate de γ-benzyle) (PBLG) ont été utilisés  pour formuler des 
nanoparticules contenant des agents anticancéreux.[9-12] A partir d’un degré de polymérisation 
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de dix-huit unités, le PBLG se structure en hélice α1, ce qui donne des propriétés intéressantes 
d’auto-assemblage du polymère en solution aqueuse.[45, 47]  
En effet, le comportement des hélices α en solution s’apparente à celui de bâtonnets rigides 
qui au niveau moléculaire vont avoir tendance à s’aligner parallèlement et à s’associer par 
interactions intermoléculaires (Figure 29). Inclure de tels segments dans un copolymère à blocs 
amphiphile permet de contraindre l’association des molécules de copolymères en domaines 
bidimensionnels avec la formation d’interfaces planes favorisant ainsi l’obtention privilégiée de 
vésicules ou de membranes.[43, 48, 51, 52] Ce phénomène explique que des segments de 23 unités 
(5000 g.mol-1) de PBLG couplés au hyaluronane de 5000 g.mol-1 ont montré un potentiel à 
former des agrégats possédant une morphologie vésiculaire (voir ci-dessous).[9, 10]  Pour notre 
étude, nous avons choisi de synthétiser différents PBLG avec un degré de polymérisation variant 
de 23 à 51 unités et d’une masse molaire moyenne en nombre d’environ 5000 g.mol-1 à 11000 
g.mol-1, pour obtenir après couplage avec le hyaluronane ou le dextrane une fraction hydrophile 
comprise entre 30 et 60%.  
 
Figure 29- Structuration des blocs peptidiques en hélices α en solution 
2.2 Prédiction de la morphologie des structures auto-assemblées 
D’après une étude menée par Discher et Eisenberg[55] en 2001 sur l’auto-assemblage des 
copolymères amphiphiles, il est possible de prédire de façon empirique la morphologie des 
objets formés en fonction de la fraction massique du bloc hydrophile, f. Une valeur de f comprise 
entre 25% et 45% favoriserait la formation de vésicules, alors que des micelles sphériques sont 
généralement obtenues pour f supérieure à 50%. Des morphologies cylindriques peuvent être 
observées pour f comprise entre 40% et 50%. Ainsi, nous pouvons a priori prévoir la morphologie 
des structures auto-assemblées que l’on obtiendrait en couplant les deux polysaccharides 
(hyaluronane, dextrane) avec un segment polypeptide (PBLG) ou polyester (PDLLA, PLGA). Sur 
cette base, le Tableau 3 présente les fractions massiques hydrophiles des différents copolymères 
                                                        
1
L’hélice α est un enroulement régulier de la chaîne polypeptidique sur elle-même. Des liaisons hydrogène 
entre l’atome d’azote de l’acide aminé n et l’atome d’oxygène de l’acide aminé n+4 stabilisent la structure. Un 
tour d’hélice correspond à 3,6 résidus, avec un pas d’hélice de 5,4 Å. L’hélice α tourne vers la droite dans le cas 
d’acides aminés de la série L. Dans notre cas les chaînes latérales de L-glutamate de γ-benzyle sont à l’extérieur 
de l’hélice et stabilisent la structure par des interactions de type hydrophobe.  
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que nous souhaitons étudier. L’objectif de notre travail étant d’obtenir des polymersomes, il est 
donc souhaitable d’avoir des fractions hydrophiles proches de 35%. Cependant, la règle 
empirique énoncée par Discher et al s’applique dans le cas de copolymères possédant un bloc 
hydrophobe flexible et un segment hydrophile neutre, comme pour le PDLLA et le PLGA. Dès 
lors, il est probable que certaines différences soient observées au niveau de la morphologie des 
structures formées à partir de segments rigides comme le PBLG ou chargés comme le 
hyaluronane. 
 
Tableau 3- Fractions hydrophiles, f, des copolymères à blocs amphiphiles obtenus par 
couplage des segments polysaccharide et polypeptide ou polyester 
2.3 Stratégie de synthèse des copolymères à blocs amphiphiles 
Ce paragraphe décrit la stratégie de synthèse mise en œuvre pour obtenir des copolymères à 
blocs amphiphiles polysaccharide-b-polypeptide et polysaccharide-b-polyester capables de 
s’auto-assembler en solution aqueuse. Comme décrits précédemment, les paramètres 
moléculaires des homopolymères que nous avons choisis pour la synthèse des copolymères, 
vont gouverner la morphologie et les dimensions caractéristiques des nanoparticules obtenues 
en milieu aqueux. Ici, le but est de synthétiser des copolymères à blocs amphiphiles capables par 
différents procédés de s’auto-assembler en vésicules. 
La stratégie de synthèse choisie pour former les copolymères à blocs est d’utiliser une 
réaction de couplage entre les blocs hydrophobe et hydrophile, préalablement modifiés à une de 
leurs extrémités par des groupements fonctionnels complémentaires. Ces dernières années une 
technique de couplage appelée « Chimie Click » a été explorée avec succès par différentes 
équipes. [56-71] Cette chimie de couplage a connu un grand essor à partir des années 2000 [72] car 
elle est réalisée dans des conditions expérimentales douces, avec une grande tolérance vis-à-vis 
des groupements fonctionnels et un rendement quasi-quantitatif (>95%) pour l’assemblage de 
petites unités via des liaisons hétéroatomiques. 
La « Chimie Click » est une cycloaddition 1,3-dipolaire dite de Huisgen. [73] Comme le montre 
la Figure 30 cette réaction met en jeu une fonction alcyne et une fonction azoture qui vont 
réagir pour former un hétérocycle triazole. La réaction est hautement régiosélective lorsqu’elle 
est catalysée par des sels de cuivre(I) (forme 1,4-triazole). [74, 75] De plus, les groupements 
fonctionnels alcyne et azoture sont relativement faciles à obtenir et sont stables dans des 
conditions standards de stockage. [76, 77] Nous reviendrons plus loin sur le mécanisme réactionnel 
de ce couplage. 
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Figure 30- Principe de la cycloaddition 1,3 dipolaire de Huisgen catalysée par le cuivre(I) 
La formation des copolymères décrits précédemment nécessite plusieurs étapes : 
 La fonctionnalisation de l’extrémité réductrice des blocs polysaccharides par un 
groupement alcyne. 
 La fonctionnalisation des blocs hydrophobes polyesters commerciaux pour obtenir 
une extrémité azoture. 
 La synthèse du bloc polypeptide avec une fonction azoture terminale.  
 Le couplage des blocs hydrophiles avec les blocs hydrophobes par « Chimie Click ». 
2.2.1 Fonctionnalisation des blocs polysaccharide 
Pour cette réaction, l’extrémité réductrice des polysaccharides va réagir avec la fonction 
amine primaire de la propargylamine qui porte également une fonction alcyne. La réaction a été 
effectuée en présence d’un agent réducteur doux, le cyanoborohydrure de sodium (NaBH3CN). 
Cette réaction d’amination réductrice est réalisée avec un large excès de propargylamine et 
d’agent réducteur (100 équivalents), dans un tampon acétate ajusté à pH=5. Ce large excès de 
propargylamine s’explique par le fait que la réaction n’a lieu que si l’extrémité réductrice des 
polysaccharides est sous sa forme aldéhyde. Comme plus de 99% des extrémités réductrices  
sont sous forme d’hémiacétals cycliques en milieu aqueux, les réactifs doivent être introduits en 
large excès pour déplacer l’équilibre de la réaction en faveur de la forme aldéhyde (Figure 31).  
 
Figure 31- Amination réductive sur l’extrémité réductrice du (A) dextrane et du (B) 
Hyluronane 
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A la fin de la réaction le polymère fonctionnalisé est purifié par précipitation sélective dans le 
méthanol à froid. Le polysaccharide fonctionnalisé se présente sous la forme d’une poudre 
blanche et les rendements massiques pour cette étape de fonctionnalisation sont supérieurs à 
95%. 
 
Figure 32- Analyses RMN 1H dans D2O :  (A) Hyaluronane ; (B) Hyaluronane α-alcyne et 
RMN 1H  dans DMSO-d6 : (C) Dextrane ; (D) Dextrane α-alcyne 
Les polysaccharides fonctionnalisés ont été caractérisés en RMN du proton dans D2O pour le 
hyaluronane et dans le DMSO deutéré pour le dextrane (Figure 32). Les pics des protons 
anomériques de l’extrémité réductrice du hyaluronane sont observables à 5.4 ppm pour un 
proton en α et 5.2 ppm pour un proton en β.[78-80] Dans le cas du dextrane, les pics anomériques 
sont à 6.7 ppm pour les protons en α et 6.3 ppm pour les protons en β.[11, 81-83] Après 
fonctionnalisation par la propargylamine, le pic du groupement alcyne est trop faible par rapport 
au signal des autres protons du polymère pour être observable. Cependant, la disparition totale 
des protons anomériques de l’extrémité réductrice des polysaccharides est une preuve que la 
réaction d’amination réductrice est quantitative (Figure 32). Il a également été vérifié que le 
large excès d’agent réducteur introduit dans la réaction n’affectait pas l’extrémité réductrice des 
deux polysaccharides de façon significative. En effet, l’intensité des pics des protons anomère de 
l’extrémité réductrice du hyaluronane par exemple est quasiment la même après réaction du 
hyaluronane avec 100 équivalents de NaBH3CN dans les mêmes conditions expérimentales que 
celles décrites ci-dessus. 
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2.2.2 Fonctionnalisation des blocs polyester 
Pour permettre la réaction de « Chimie Click » entre les polyesters et les polysaccharides 
fonctionnalisés par un groupement alcyne, il faut introduire une fonction azoture à l’une des 
extrémités des polyesters. Comme indiqué sur la Figure 28, les polyesters utilisés possèdent une 
fonction carboxylique à une de leurs extrémités, ce qui va servir à introduire le groupement 
azoture porté par le 3-azidoaminopropane, préalablement synthétisé selon une procédure 
décrite dans la littérature (Figure ). [84, 85] Succinctement, on substitue l’atome de chlore du 1-
chloro-3-aminopropane pour introduire le groupement azoture, puis un traitement basique en 
milieu aqueux permet de déprotoner l’amine terminale. Pour valider la réaction, le spectre RMN 
(Figure 34) du proton 1H est réalisé dans le DMSO-d6. 
 
Figure 33- Synthèse du 3-azidoaminopropane pour la fonctionnalisation des polyesters 
 
 
Figure 34- Spectre RMN 1H du 3-azidoaminopropane dans le [d6] DMSO 
 
 
80 
 
 
 
La fonctionnalisation des polyesters a été inspirée des méthodes de couplage peptidique, 
entre une fonction carboxylique et une amine primaire, pour former un lien amide. La réaction 
se fait en présence d’un carbodiimide, le 1-éthyle-3(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC) 
et d’une amine tertiaire, la N,N-diisopropyléthylamine (DIPEA), cette dernière jouera le rôle 
d’une base pour maintenir l’azidoaminopropane sous sa forme déprotonée. Le mécanisme  
réactionnel est illustré sur la Figure . La fonction acide terminale du polyester réagit avec le 
carbodiimide (EDC) (I) pour former un intermédiaire réactionnel : l’O-acyl-urée. A partir de cet 
intermédiaire trois voies réactionnelles sont possibles. L’O-acyl-urée peut réagir directement 
avec l’amine du 3-azidoaminopropane (II) pour former l’amide recherché ou réagir avec une 
autre fonction carboxylique (III) pour former un anhydride d’acide qui réagit ensuite avec le 3-
azidoaminopropane pour former l’amide (IV). Dans ces deux cas favorable il y a libération de 
l’acyl-urée correspondant. La voie indésirable (V) implique le réarrangement de l’O-acyl-urée en 
N-acyl-urée stable incapable de réagir avec le 3-azidoaminopropane. 
 
Figure 35- Mécanisme réactionnel de la fonctionnalisation des polyesters par le 3-
azidoaminopropane 
D’un point de vue expérimental, le PLGA et le PDLLA sont dissous dans le DMSO à 10 mg.mL-
1. Puis sont ajoutés le DIPEA, le 3-azidoaminopropane et l’EDC sous agitation, à température 
ambiante pendant 24 heures. La purification se fait par précipitation sélective dans le méthanol. 
Le polymère purifié est séché à 40°C sous vide dynamique. Le rendement massique de 
l’opération est de 75%.  
Les polyesters fonctionnalisés ont été caractérisés en RMN du proton dans le DMSO-d6 
(Figure 36). Après fonctionnalisation par l’azidoaminopropane, les pics du groupement 
fonctionnel sont trop faibles par rapport au signal des autres protons du polymère pour être 
observables.  
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Figure 36- Analyses RMN du 1H dans  DMSO-d6 : (A) PDLLA ; (B) PDLLA-N3 ; (C) PLGA et (D) 
PLGA-N3 
L’efficacité de la fonctionnalisation se vérifie alors par FTIR (Spectroscopie Infrarouge à 
Transformée de Fourier) avant et après réaction du polyester avec le 3-azidoaminopropane. La 
Figure 37 montre l’apparition de la bande azoture à 2100 cm-1 après réaction, ce qui suggère la 
présence de la fonction azoture. 
     
Figure 37- Spectres Infrarouges (IR) des blocs polyester fonctionnalisés (A) PDLLA-N3 et (B) 
PLGA-N3 comparés au spectre IR des blocs non fonctionnalisés respectifs (La zone ombrée 
correspond à la bande de vibration de la fonction azoture) 
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La vérification de la fonctionnalisation des blocs polyester par analyse FTIR ne reste que 
qualitative. Une titration acido-basique de l’extrémité carboxylique du bloc polyester a permis 
cependant de déterminer le taux de fonctionnalisation après réaction des blocs polyesters-COOH 
avec l’azidoaminopropane. La méthode utilisée est un titrage conductimétrique d’une solution 
de polyester, fonctionnalisé ou non fonctionnalisé, de concentration connue dans le DMSO par 
une solution concentrée de potasse. Dans le cas du dosage du bloc PLGA acide le point 
correspondant au changement de pente indique le volume de potasse à l’équivalence, ce qui 
permet de remonter au nombre de moles de fonctions acides présentes dans la solution à doser. 
Le lecteur trouvera dans les annexes le mode opératoire suivi et les droites de calibration des 
solutions. 
Le volume d’une solution de potasse (200 mmol.L-1) a ajouter pour neutraliser les fonctions 
acides d’une solution de 20 mL de PLGA acide (6,83.10-1 mmol.L-1) est donné par la formule 
suivante : 
     
           
    
 
     
                
   
         
Le graphique de la Figure 38A  montre que le point d’équivalence, correspondant à la 
neutralisation de toutes les fonctions acides, se situe à 68 µL. Les résultats expérimentaux sont 
en concordance avec le calcul théorique validant le mode opératoire.  
Dans le cas du dosage du PLGA-N3 (Figure 38B), il n’y a pas de point d’équivalence, suggérant 
l’absence de fonction acide. Le dosage conductimétrique indique donc un taux de 
fonctionnalisation proche de 100% pour le bloc polyester fonctionnalisé. 
 
Figure 38- Dosage conductimétrique du PLGA (A) et du PLGA-N3 (B) dans le DMSO par une 
solution titrée de potasse  
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2.2.3 Synthèse du bloc polypeptide : le poly(L-glutamate de γ-benzyle) 
La méthode choisie pour la synthèse du poly(L-glutamate de γ-benzyle) (PBLG) consiste à 
polymériser par ouverture de cycle le N-carboxyanhydride (NCA) du L-glutamate de γ-benzyle. Le 
3-azidoaminopropane[57] a été utilisé comme amorceur pour permettre un mécanisme de 
polymérisation dit « amine », qui correspond à une croissance vivante et contrôlée des chaînes 
telle que montrée dans la Figure 39.[86] L’amorçage s’effectue par attaque nucléophile de 
l’extrémité amine primaire du 3-azidoaminopropane sur le carbone de l’hétérocycle. Après 
ouverture du cycle accompagnée de l’élimination d’une molécule de dioxyde de carbone, 
l’adduit formé peut à son tour propager la polymérisation selon le même mécanisme. Pour 
obtenir des blocs de PBLG bien définis et caractérisés par une distribution étroite des masses 
molaires (PDI<1.1), la réaction se fait en atmosphère inerte et en purifiant préalablement le 
solvant et l’amorceur de la polymérisation. [87]  
 
Figure 39- Polymérisation par ouverture de cycle du NCA de L-glutamate de γ-benzyle 
suivant le mécanisme « amine » avec le 3-azidoaminopropane comme amorceur 
La polymérisation par ouverture de cycle du NCA de L-glutamate de γ-benzyle a été réalisée 
dans le diméthylformamide (DMF) à 25°C. Le polymère est récupéré par précipitation dans le 
diéthyléther après 40 heures de polymérisation avec des rendements compris entre 50 et 70%. 
Le PBLG a été caractérisé par RMN 1H dans le chloroforme (CDCl3) contenant 15% d’acide 
trifluoroacétique (TFA). Le rôle de ce dernier est de rompre les liaisons hydrogènes stabilisant la 
conformation en hélice des chaînes polypeptides afin qu’elles adoptent une conformation de 
pelote statistique, ce qui permet d’obtenir un spectre RMN mieux résolu. [88] Le spectre RMN 1H 
est présenté dans la Figure 40. Tous les pics caractéristiques ont été attribués. La masse molaire 
du polymère est déterminée en intégrant les signaux correspondant aux groupements 
84 
 
 
 
méthylènes en α de la fonction azoture (-CH2-CH2N3) à 3 ppm  et les groupements méthylène à 5 
ppm, caractéristiques de la chaîne principale du PBLG :  
 
       
       
  
           
Avec I1, I9, MBLG et Mamorceur, respectivement, l’intensité des groupements méthylène de 
l’azidoaminopropane, l’intensité des groupements méthylène de la fonction benzyle sur la 
chaîne principale du PBLG, la masse molaire de l’unité monomère BLG et la masse molaire de 
l’azidoaminopropane. Le spectre RMN étant bien résolu, l’intégration des signaux 6 et 5 peuvent 
également servir à déterminer les valeurs expérimentales des masses molaires des blocs PBLG, 
en appliquant l’équation suivante : 
       
              
  
           
Les résultats sont parfaitement concordants, que l’on utilise I9, I6 ou I5. 
 
Figure 40- Spectre RMN 1H (CDCl3 + 15% TFA) du PBLG 
Plusieurs échantillons de PBLG possédant des longueurs de chaîne variables ont été 
synthétisés dans le DMF. Les homopolymères de PBLG ont ensuite été analysés par 
Chromatographie d’exclusion stérique (CES) dans le DMF à 60°C en présence de LiBr (1 g.L-1). Les 
chromatogrammes obtenus montrent dans chaque cas, une population avec un faible indice de 
dispersité (Figure 41 et Tableau 4).  
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Figure 41- Chromatogramme (DMF, 60°C, 1 g/L LiBr) des homopolymères de PBLG avec des 
longueurs de chaîne variables  
Les chromatogrammes montrent un épaulement à 19 minutes d’élution pour chaque 
polymère. Cet artéfact apparaît dans le cas des chaînes de PBLG de DP comprises entre 15 et 40 
unités. En fait, il traduit la coexistence de deux conformations de chaîne de PBLG. En effet nous 
avons vu que les homopolymères de PBLG adoptent une conformation en hélice α, à partir de 18 
unités.[46, 48] Ainsi, pour des fractions de PBLG de faibles masses molaires, il est probable que les 
chaînes adoptent une conformation en pelote dont le volume hydrodynamique est différent de 
celui d’une hélice pour un même degré de polymérisation. Ceci se traduit alors par des 
différences au niveau des temps d’élution.   
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Tableau 4- Synthèse des blocs PBLG de différents degrés de polymérisation 
Les faibles taux de conversion des monomères en polymère, ainsi que certains forts indices 
de polydispersité (>1.1) indiquent que la polymérisation n’est pas parfaitement contrôlée, et 
qu’il y a certainement des réactions secondaires de cyclisation en bout de chaînes qui arrêtent la 
polymérisation. Hadjichristidis a montré que ces réactions secondaires peuvent être causées par 
des impuretés. Cependant, elles sont considérablement minimisées lorsque la réaction est 
effectuée en atmosphère inerte en présence d’un vide secondaire poussé et en recristallisant les 
réactifs de la polymérisation (monomères et amorceur). [87] Si certaines de ces précautions ont 
pu effectivement être mises en œuvre, en particulier le séchage des solvants, d’autres n’ont pu 
être testées tel le vide secondaire qui nécessite un équipement et un savoir-faire très particulier 
que seuls certains groupes de recherche possèdent à travers le monde. Cependant, même si les 
rendements ne sont pas optimaux, les homopolymères de PBLG ont pu être convenablement 
purifiés et caractérisés par RMN et chromatographie d’exclusion stérique.  
2.2.4 Copolymères à blocs amphiphiles obtenus par « Chimie Click »  
Nous rappelons que l’approche consiste à coupler deux homopolymères portant en bouts de 
chaîne une fonction azoture (polyester ou PBLG) et une fonction alcyne (polysaccharide) pour 
former un lien covalent de type triazole. Deux familles de copolymères à blocs amphiphiles ont 
été développées par « Chimie Click » : des composés polysaccharide-b-polypeptide (PBLG) et des 
copolymères polysaccharide-b-polyester (PLA et PLGA). Dans le premier cas il s’agit des 
copolymères obtenus par couplage des polysaccharides (hyaluronane et dextrane) avec le PBLG 
puis avec les polyesters (PLA et PLGA) tous répertoriés dans le Tableau 5.  
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Les réactions de couplage ont été réalisées par cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen en 
utilisant le bromure de cuivre (CuBr) complexé par le pentamethyldiéthylènetriamine (PMDETA) 
comme illustré dans la Figure .  
 
Figure 42- Couplage par « Chimie Click » pour la synthèse des copolymères à blocs 
amphiphiles 
 
Tableau 5- Caractéristiques moléculaires des homopolymères fonctionnalisés et 
rendement massique des couplages obtenus par « Chimie Click » 
Dans notre cas, un léger excès de polysaccharide (1,5 équivalent) a été utilisé afin d’assurer 
la formation complète des copolymères (cet excès sera éliminé à l’étape de purification). La 
réaction est effectuée pendant trois jours dans le DMSO à 60 °C qui est un bon solvant des blocs 
PDLLA, PLGA, et PBLG. Le DMSO est aussi un excellent solvant du dextrane. En revanche le sel de 
sodium du hyaluronane est insoluble dans le DMSO même à chaud. Aussi, le hyaluronane alcyne 
a été préalablement acidifié en ajustant le pH d’une solution aqueuse de hyaluronane alcyne à 
2,0 et en le précipitant ensuite dans le méthanol.  La forme acide du hyaluronane est alors 
soluble dans le DMSO. A l’issue de la réaction de couplage, les copolymères ont été purifiés par 
simple dialyse contre de l’eau. En effet les polysaccharides étant solubles dans l’eau, il est 
possible d’éliminer l’excès de hyaluronane ou de dextrane engagé dans la réaction par dialyse en 
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utilisant une membrane de 50 kDa. Quant au copolymère il précipite dans le boudin de dialyse 
du fait de l’insolubilité du bloc hydrophobe. Les agrégats alors formés sont trop gros pour 
pouvoir sortir du boudin de dialyse. Les rendements massiques de la réaction de couplage sont 
donnés dans le Tableau . 
La structure chimique des copolymères à base de PBLG a été confirmée par RMN 1H dans le 
DMSO. La Figure  montre les spectres RMN 1H du HA-b-PBLG et du Dx-b-PBLG après purification. 
Le pic correspondant au proton du triazole est visible à 7.7 ppm dans le cas du HA-b-PBLG  et à 
8.2 ppm dans le cas du Dx-b-PBLG. 
 
 
Figure 43- Spectres RMN 1H (DMSO) des copolymères à blocs (A) HA-b-PBLG et (B) Dx-b-
PBLG 
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Une façon de vérifier la pureté des copolymères à base de PBLG a été de faire des analyses 
de chromatographie d’exclusion stérique dans le DMSO à 60°C qui est le seul solvant des 
copolymères synthétisés. Le chromatogramme de la Figure 44 montre un déplacement vers les 
hautes masses du copolymère par rapport à l’homopolymère PBLG correspondant. Par ailleurs 
on n’observe pas d’épaulement sur le chromatogramme du copolymère ce qui suggère que 
même si le rendement de la réaction n’est pas optimal, l’étape de purification a permis 
d’éliminer les homopolymères qui n’ont pas réagi. En revanche, la chromatographie dans le 
DMSO a montré certaines difficultés à séparer correctement les polysaccharides. En particulier, 
le pic du hyaluronane est très large ce qui traduit une séparation non exclusivement stérique. 
           
Figure 4427- Chromatogrammes des copolymères HA-b-PBLG et Dx-b-PBLG et des 
homopolymères correspondants dans le DMSO à 60°C avec une détection réfractométrique 
Dans le cas des copolymères à base de polyesters, la caractérisation par RMN 1H, également 
effectuée dans le DMSO deutéré, confirme la structure attendue (figure 45 Le pic triazole pour 
les copolymères à base d’acide hyaluronique est localisé à 7.5 ppm alors qu’il se décale à 8.2 
ppm pour les diblocs à base de dextrane. La caractérisation par chromatographie d’exclusion 
stérique de cette famille de copolymères n’a pas pu être réalisée dans des conditions 
satisfaisantes car le bloc polyester est quasiment ‘invisible’ en détection réfractométrique. En 
effet, l’incrément d’indice de réfraction (dn/dc) des blocs PDLLA et PLGA dans le DMSO est 
quasiment nul.  
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Figure 45- Spectres de RMN 1H (DMSO) des copolymères à blocs (A) HA-b-PDLLA ; (B) Dx-b-
PDLLA ; (C) HA-b-PLGA et (D) Dx-b-PLGA 
La composition des copolymères à blocs a été déterminée en calculant le rapport du nombre 
de blocs hydrophobes sur le nombre de blocs hydrophiles à partir des intégrations des pics en 
RMN du proton et en utilisant la relation suivante (tableau 6) : 
        
         
         
 
Avec Ix et Iy, sont les intégrations des pics correspondant aux blocs hydrophobes et 
hydrophiles, XH et YH désignent  les nombres de protons respectifs correspondant à ces pics, et, 
DPx et DPy, sont les degrés de polymérisation des blocs hydrophobes et hydrophiles.   
 Théoriquement, si la réaction de couplage est quantitative et que le bloc hydrophile a été 
parfaitement éliminé par dialyse alors ce rapport doit être proche de un. 
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Tableau 6- Rapport de composition (= blocs hydrophobes/blocs hydrophiles) déterminé 
par intégration des pics RMN correspondant à chacun des blocs 
Ces résultats mettent en évidence que la composition des copolymères n’est pas toujours de 
1 :1 entre les blocs hydrophobes et hydrophiles. Dans le cas du HA-b-PBLG, il est probable que 
l’on soit en présence d’un excès de PBLG-N3 qui n’a pas réagi et qui n’a pas été éliminé lors de la 
dialyse en raison de son insolubilité en milieu aqueux. Dans le cas où les rapports de composition 
sont inférieurs à 1, le plus probable est qu’il y a un excès de polysaccharide libre qui n’a pas été 
éliminé lors de la dialyse. Nous devons donc considérer que l’on a dans certains cas des 
mélanges d’homopolymère et de copolymère, malgré les efforts apportés aux procédures de 
purification. D’ailleurs, cela remet aussi en cause dans une certaine mesure l’efficacité de la 
dialyse qui est pourtant largement utilisée pour purifier ce type de structures. 
L’efficacité de la cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen a également été vérifiée par 
Spectroscopie Infrarouge à Transformée de Fourier (FTIR) avant et après couplage des blocs 
polyesters ou polypeptides et polysaccharides. Les spectres infrarouges (IR) de la figure 46 
montrent la disparition totale ou partielle de la bande azoture à 2100 cm-1 après couplage, ce qui 
suggère que  la réaction entre les deux blocs n’a pas toujours été quantitative. Cela confirme que 
nous avons dans certains cas, même après purification, un mélange de copolymère et 
d’homopolymère.  
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Figure 46- Spectres Infrarouges (IR) des copolymères (A) HA-b-PBLG ; (B) Dx-b-PBLG ; (C) 
HA-b-PDLLA ; (D) Dx-b-PDLLA ; (E) HA-b-PLGA et (F) Dx-b-PLGA  superposés aux spectres IR des 
homopolymères-N3 correspondant (La zone ombrée correspond à la bande de vibration de la 
fonction azoture) 
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2.4 Conclusion 
Nous avons synthétisé deux familles de copolymères à blocs amphiphiles, distinct par leur 
composition. La première famille est composée d’un bloc hydrophile, polysaccharide, et d’un 
bloc hydrophobe, polypeptide (PBLG). Dans la deuxième famille le bloc polypeptide est remplacé 
par un bloc polyester, soit un PDLLA, soit un PLGA. Il n’a pas été facile de caractériser les 6 
copolymères obtenus par « chimie click » car le seul solvant capable de les solubiliser est le 
DMSO. Nous avons dû mettre au point la chromatographie d’exclusion stérique utilisant le 
DMSO comme phase mobile. Plusieurs difficultés se sont présentées à nous, en particulier le 
DMSO est un solvant visqueux qui se dégrade rapidement au contact de l’air et de la lumière. Par 
ailleurs, dans le cas des copolymères à base de polyesters, la détection réfractométrique n’est 
pas possible car l’incrément d’indice de réfraction (dn/dc) de ces blocs est proche de zéro, ce qui 
signifie que ces polymères sont ‘invisibles’ dans le DMSO.  
La méthode de  couplage n’a pas toujours permis d’obtenir des lots de copolymères 
parfaitement purs. Nous suspectons fortement que certains lots de copolymères sont des 
mélanges de copolymère et d’homopolymère. Cela signifie qu’il reste de nombreux progrès à 
effectuer pour obtenir de vraies structures de copolymères à blocs. Cependant, l’objectif du 
travail de thèse étant d’évaluer aussi le comportement de ces structures en solution et 
d’encapsuler des molécules de siARN nous avons décidé de poursuivre le travail avec ces 
copolymères. Nous verrons d’ailleurs de façon intéressante que la présence résiduelle 
d’homopolymère n’est pas forcément pénalisante lors de l’assemblage en solution. C’est donc 
avec cette idée de mélange (copolymère + homopolymère) à l’esprit que la physicochimie des 
différentes structures synthétisées a été abordée dans le chapitre qui suit.  
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Chapitre 3 : Etude des mécanismes d’auto-assemblage des copolymères à 
blocs amphiphiles en milieu aqueux 
Après avoir synthétisé les six copolymères à blocs amphiphiles à base de polysaccharide et 
polypeptide ou polyester, nous avons étudié leurs propriétés d’assemblage en solution aqueuse. 
Les caractéristiques moléculaires des copolymères ont été choisies pour favoriser a priori une 
morphologie de type vésiculaire. La méthode de préparation est un facteur important pour 
contrôler les mécanismes du processus d’auto-assemblage. Parmi les protocoles décrits dans le 
chapitre 1 pour la préparation des structures auto-assemblées, nous nous sommes focalisés sur 
la méthode dite de  « nanoprécipitation » appelée aussi « déplacement de solvant ». Cette 
méthode qui a été initialement développée pour formuler des nanoparticules d’homopolymères 
a également été appliquée avec succès à la préparation de nanostructures de copolymères à 
blocs amphiphiles en solution. 
3.1 La « nanoprécipitation »  
Le principe de la nanoprécipitation est de solubiliser le copolymère dans un solvant 
organique miscible à l’eau (THF, DMSO, DMF, acétone …), puis de mélanger cette phase 
organique à une phase aqueuse (figure 47). Cela a pour conséquence de précipiter les blocs 
hydrophobes des copolymères en agrégats pour minimiser l’interface avec la phase aqueuse. La 
formation des objets nanométriques débute donc par une phase de nucléation, suivie d’une 
phase de croissance limitée par la diffusion des chaînes en solution. Lorsque la fraction en eau 
augmente, les chaînes de copolymères s’auto-assemblent peu à peu par diffusion du solvant 
organique vers la phase aqueuse, jusqu’à atteindre la fraction critique d’eau (fceau), à partir de 
laquelle la morphologie et la taille des objets sont figées car il n’y a plus de chaînes libres en 
solution. [1-3] C’est pourquoi la cinétique du processus d’auto-assemblage est étroitement liée à 
la concentration initiale du copolymère dans la phase organique, la vitesse à laquelle se fait le 
mélange et le sens d’ajout des deux phases. Ainsi, tous les paramètres influençant cette vitesse 
de mélange auront un impact direct sur la taille des objets. Quant à la morphologie des 
structures obtenues en solution, elle est intimement liée à la composition 
hydrophile/hydrophobe du copolymère comme décrit précédemment. L’étape finale consiste à 
éliminer le solvant organique par dialyse ou par évaporation si ce dernier est volatil.  
Par rapport à un processus d’auto-assemblage de petites molécules tels que des tensioactifs 
la nanoprécipitation de copolymères à blocs en solvant sélectif diffère sur plusieurs points.  Les 
structures micellaires à base de tensioactifs sont des agrégats dynamiques dans le sens où les 
molécules ne sont pas figées dans les micelles mais diffusent continuellement de la solution vers 
les micelles et réciproquement. Par ailleurs les micelles peuvent également fusionner entre elles 
ou subir une fission sur des échelles de temps très courtes, de l’ordre de quelques millisecondes. 
A l’équilibre, les dimensions des micelles, liées au nombre d’agrégation, dépendent du 
paramètre d’empilement des molécules tensioactives et des contraintes stériques associées. Les 
copolymères à bloc amphiphiles sont également capables de former des structures micellaires 
comme les tensioactifs mais la dynamique d’échange des unimères ainsi que la concentration 
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micellaire critique sont plus faibles que dans le cas des tensioactifs en raison de la dimension 
macromoléculaire des chaînes de copolymères. Le principe de la nanoprécipitation est 
d’atteindre rapidement des conditions de solvatation sélective nécessaire à la micellisation en 
jouant sur la vitesse de mélange des solvants. Plus précisément on cherche à atteindre 
rapidement un état de sursaturation où le rapport Cp/CCMC est supérieur à 100, Cp et CCMC étant 
respectivement la concentration en copolymère et la concentration micellaire critique après 
ajout du mauvais solvant. Afin d’être dans des conditions cinétiques homogènes, le temps de 
mélange de la solution de copolymère avec le mauvais solvant doit être proche du temps 
caractéristique de formation des agrégats. Ainsi, lors de la nanoprécipitation de polymères ou de 
copolymères les structures formées ne sont pas dans un état d’équilibre thermodynamique mais 
dans un état cinétiquement ‘gelé’ où la taille et le nombre d’agrégation dépendent grandement 
de la vitesse de mélange des solutions. Le processus global de nanoprécipitation est dicté par la 
fusion mutuelle des agrégats de copolymère jusqu’à un point où la présence de blocs 
hydrophiles à la surface des agrégats crée une barrière stérique limitant la diffusion de nouvelles 
molécules de copolymères au sein de ces agrégats ainsi que la fusion de ces derniers. A ce point 
les particules sont alors dans un état figé qui peut demeurer stable plusieurs mois en raison de la 
dynamique d’échange très lente des molécules de copolymère au sein des particules.[4]  
 
Figure 47- Mécanisme d’auto-assemblage des copolymères par « nanoprécipitation » 
Pour les applications biologiques de délivrance in vivo que nous visons, notre objectif était 
d’obtenir des objets de diamètre compris entre 100 et 250 nm avec une polydispersité en taille 
(PDI) proche de 0,1. Cet indice de polydispersité est donné par la méthode des cumulants 
utilisée pour analyser la fonction d’auto-corrélation en diffusion dynamique de la lumière.  Les 
paramètres qui ont été étudiés pour atteindre cet objectif sont le sens d’ajout des deux phases 
(l’ajout de la phase aqueuse dans la phase organique ou vice versa), la vitesse d’ajout d’une 
phase à l’autre, la température et la nature de la phase organique, les solvants ayant une affinité 
élevée avec l’eau diffusant plus vite vers la phase aqueuse, ce qui conduit à un mélange plus 
rapide des phases. En effet, la tension de surface des solvants ainsi que leurs paramètres de 
solubilité influencent grandement le processus de diffusion des chaînes de copolymère et donc 
le résultat de l’auto-assemblage. 
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Nous étudierons donc l’influence, de ces différents paramètres, sur la morphologie et la 
taille des objets obtenus après « nanoprécipitation ». La Erreur ! Source du renvoi 
ntrouvable.48 présente de façon schématique un dispositif de nanoprécipitation utilisé lors de 
l’étude. Selon le sens d’ajout choisi, la solution de copolymère peut être dans le vial ou dans la 
seringue et réciproquement pour la solution aqueuse qui joue ici le rôle de mauvais solvant. Le 
débit d’ajout est ajusté avec un pousse seringue.  
 
Figure 48- Dispositif de « nanoprécipitation » 
3.1.1 Choix des solvants aqueux et organiques pour la « nanoprécipitation » 
Comme nous l’avons souligné dans la partie précédente, le DMSO est le seul solvant 
organique capable de solubiliser nos copolymères à blocs polysaccharide-b-polypeptide et 
polysaccharide-b-polyester. Le DMSO est un solvant très polaire qui est connu pour sa forte 
capacité à former des liaisons hydrogène avec l’eau conduisant ainsi à une exothermicité assez 
importante lorsque l’on mélange de l’eau avec du DMSO. 
Les copolymères à blocs amphiphiles s’auto-assemblent spontanément lorsqu’ils sont 
dissous dans un solvant sélectif de l’un des deux blocs. Dans notre cas, pour obtenir des objets 
colloïdaux stables en milieu aqueux, le solvant sélectif est l’eau. En effet on souhaite obtenir des 
nanoparticules de type vésiculaire avec une cavité capable d’encapsuler des molécules  
hydrophiles. Les polysaccharides, hyaluronane et dextrane, ont un comportement différent en 
solution. Le premier étant chargé négativement alors que le deuxième est neutre. Pour 
permettre une bonne solubilité et une bonne stabilité du bloc hyaluronane, qui porte des 
fonctions carboxyliques, plusieurs solutions tampons ont été utilisées avec succès, à une 
concentration de 100 mM, pour la nanoprécipitation,  dont le tampon phosphate, l’HEPES (acide 
4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique), le MOPS (acide 3-(N-morpholino)propane 
sulfonique) et le MES (acide 2-(N-morpholino)éthane sulfonique). Tous les tampons ont été 
ajustés systématiquement à pH 7.4. Les copolymères à base de dextrane ont été simplement 
nanoprécipités dans l’eau distillée (pH~6.5). 
3.1.2 Influence de la température sur le processus de « nanoprécipitation » 
Le contrôle de la température lors de la nanoprécipitation est important car il  influe sur la 
vitesse de mélange des solvants organiques et aqueux mais aussi sur les interactions 
intramoléculaires et intermoléculaires des chaînes de copolymère. En effet, l’une des 
caractéristiques physico-chimiques essentielles des copolymères est la température de transition 
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vitreuse (ou Tg) qui définit la transition entre le domaine vitreux où les chaînes sont en forte 
interaction entre elles et le domaine caoutchouteux où les interactions intermoléculaires sont 
affaiblies ce qui donne une plus grande mobilité aux chaînes. Lors d’un processus d’auto-
assemblage de copolymères à blocs en solution,  une faible Tg du bloc hydrophobe est connue 
pour favoriser l’assemblage des chaînes en vésicules ou en micelles.  En effet, les polymères à 
faibles Tg présentent une flexibilité au niveau de la chaîne plus importante et sont donc plus 
facilement susceptibles de s’organiser en structures micellaires. La Tg se caractérise par une 
augmentation du volume libre et de la capacité calorifique. Cette valeur est obtenue par la 
méthode de Calorimétrie Différentielle à Balayage (DSC). Les valeurs de Tg mesurées par DSC des 
homopolymères sont présentées dans la Figure 5050. 
Comme il a été vu précédemment, les blocs de PBLG hydrophobes adoptent en milieux 
aqueux une structure en hélice α et se comportent comme des bâtonnets rigides ayant une 
tendance à l’agrégation. Le PBLG présentent deux transitions de phase : la Tg vers 15°C et la 
transition cristal/cristal liquide vers 100°C qui correspond au changement irréversible de 
conformation hélicoïdale du bloc peptidique, d’une hélice de type 7/2 à une hélice de type 18/5 
(Figure 49). [5-8] 
 
Figure 49- Analyse en DSC du PBLG 
Concernant les blocs polyesters leur Tg a été mesurée respectivement à 39°C pour le PLGA et 
51°C pour le bloc PDLLA. Ceci est en accord avec le fait que le PDLLA possède une structure 
chimique plus régulière que le PLGA favorisant une plus forte cohésion des chaînes et donc une 
Tg plus élevée. Ces valeurs sont également en accord avec celles mentionnées dans la 
littérature.[9-12] Les thermogrammes des blocs polysaccharides ont également été réalisés. Le pic 
large et endothermique, observé pour le hyaluronane et le dextrane,  correspond à l’évaporation 
de l’eau, libre ou liée aux fonctions hydroxyles. La Tg des polysaccharides n’est pas détectable 
car elle est supérieure à la température à laquelle ces polymères se dégradent (Figure 50).  
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Figure 50- Analyse DSC des homopolymères (A) Dextrane, (B) Hyaluronane, (C) PLA et (D) 
PLGA 
Au vu de ces paramètres l’étude de la nanoprécipitation des copolymères à blocs s’est faite 
entre 25°C et 60°C. La limitation de l’étude à 60°C est principalement dû au fait que le procédé 
devra s’adapter à l’encapsulation de molécules de siRNA et que pour éviter leur déshybridation 
la température ne doit pas être supérieure à la température de fusion du duplexe de siRNA 
comprise entre 50°C et 70°C. 
3.1.3 Influence de la vitesse d’ajout de la phase aqueuse à la phase organique  
Dans notre étude, les copolymères sont solubilisés dans le DMSO à une concentration de 10 
mg/mL. Dans un premier temps, la solution aqueuse (eau distillée ou tampon) est ajoutée à la 
solution organique de copolymère avec une vitesse constante et contrôlée par le débit du 
pousse seringue (mL.min-1). Nous avons travaillé avec les mêmes ratios volumiques solvant 
organique/eau = 1/10 (ce qui est largement au-dessus de la fraction critique d’eau autorisant le 
système à s’auto-assembler, comme évoqué au début de ce chapitre) et les solutions sont 
homogénéisées par agitation magnétique (375 rpm). La solution se trouble au fur et à mesure de 
l’ajout de la phase aqueuse mettant ainsi en évidence la formation de particules (effet Tyndall). 
Les objets en suspension ont été analysés par diffusion dynamique de la lumière. Cette 
technique permet de mesurer le diamètre hydrodynamique (Dh, nm) des objets et d’évaluer la 
distribution en taille de la population de ces nanoparticules à travers l’indice de polydispersité 
(PDI) qui correspond au rapport du second cumulant sur le carré de la fréquence de relaxation 
des objets diffusants.  
La Figure 51 présente les résultats de la nanoprécipitation des six copolymères en fonction 
de la vitesse d’ajout de la phase aqueuse à la phase organique. Pour les copolymères à base de 
PBLG, l’étude a été réalisée à 50°C parce qu’à une température inférieure à 40°C il y a formation 
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d’agrégats de taille micrométrique avec des valeurs de polydispersitées supérieures à 0.5. Cela 
s’explique par le fait que le copolymère n’est pas complètement soluble dans le DMSO à froid. 
Pour toutes les mesures présentées dans la Figure 28, les indices de polydispersité sont faibles, 
entre 0,05 et 0,20 ce qui témoigne d’une distribution de tailles relativement étroite. 
                 
Figure 281- Mesure du diamètre hydrodynamique des particules en fonction de la vitesse 
d’ajout de la phase aqueuse à la phase organique à  50°C (A) et 25°C (B), les copolymères sont 
initialement dissous dans le DMSO à 10 mg.mL-1 
On constate que plus l’ajout de la phase aqueuse (tampon phosphate 100 mM pH 7.4 pour 
les systèmes à base de hyaluronane et H2O pour les systèmes à base de dextrane) dans la phase 
organique est rapide et plus les tailles mesurées par diffusion de lumière diminuent. Ce 
phénomène peut s’expliquer par le fait qu’une vitesse d’ajout rapide favorise le mélange de la 
solution de copolymère avec le solvant sélectif et conduit ainsi à des taux de nucléation plus 
importants. On forme donc davantage de particules mais de dimensions plus faibles lorsque le 
débit d’ajout de la phase aqueuse augmente. Ce résultat est connu et a été décrit dans la 
littérature.[2, 13] On remarquera aussi qu’à partir d’une certaine valeur de débit, les dimensions 
des particules décroissent dans une moindre mesure. Ceci est lié au fait que la formation des 
particules est définie   par un temps caractéristique et lorsque le temps de mélange est inférieur 
à ce temps caractéristique (lorsque le débit augmente), on n’observe plus d’effet du temps de 
mélange sur les dimensions des objets formés.[13] 
 Par ailleurs, les dimensions des particules diminuent légèrement lorsque la température 
augmente. Cela a été observé pour différents débits d’ajout de la phase aqueuse à la phase 
organique (Figure 52). Parmi les hypothèses, la diminution de la viscosité du mélange lorsque la 
température augmente pourrait favoriser une diffusion plus aisée de la solution de copolymère 
dans le DMSO vers la phase aqueuse et favoriser ainsi le phénomène de nucléation (Figure ).[14] 
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Figure 52- Mesure de la taille des particules de HA-b-PBLG en fonction de la vitesse d’ajout 
et de la température, les copolymères sont initialement dissous dans le DMSO à 10 mg.mL-1 et 
la phase aqueuse (tampon phosphate 100 mM pH 7.4) est ajoutée à la phase organique. 
3.1.4 Influence du sens d’ajout lors de la « nanoprécipitation » 
Lorsque la phase organique est ajoutée à la phase aqueuse l’effet de dilution est immédiat et 
les copolymères sont dispersés rapidement dans le mélange ce qui a pour résultat de limiter la 
phase de croissance et donc d’obtenir des nanoparticules de taille très inférieure (< 100 nm) aux 
objets formés lorsque la phase aqueuse est ajoutée à la phase organique (Figure 3). Ainsi dans 
cette situation, la vitesse d’ajout de la phase organique à la phase aqueuse n’exerce pas une 
influence considérable sur la dimension des objets formés quelque soit le débit d’ajout. 
 
Figure 53- Mesure de la taille des particules en fonction de la vitesse d’ajout de la phase 
organique à la phase aqueuse, les copolymères sont initialement dissous à 10 mg.mL-1. 
109 
 
 
 
La  taille des objets est inférieure à 100 nm pour les copolymères HA-b-PLA et HA-b-PLGA. 
Pour les quatre autres copolymères, les solutions obtenues sont fortement turbides et 
présentent des agrégats visibles à l’œil nu, signe d’un état colloïdal non stable. En effet ce 
procédé ne permet pas un mélange et une diffusion homogène des chaînes de polymère mais 
plutôt une forte agrégation dès le départ d’une solution concentrée de copolymère dans un 
milieu très dilué. Les centres de nucléation vont soit s’agréger les uns aux autres, soit se 
stabiliser rapidement par une couronne hydrophile et donc former des objets de petite taille. Par 
ailleurs, les systèmes à base d’acide hyaluronique sont beaucoup plus stables que ceux à base de 
dextrane. Le hyaluronane chargé négativement forme une couronne hydrophile qui présente 
une forte répulsion électrostatique, évitant ainsi l’agrégation. 
3.1.5 Influence de la concentration initiale en copolymère 
La variation de la concentration initiale en copolymère influence la taille des objets formés. 
La Figure X montre qu’en reproduisant les expériences précédentes mais en doublant la 
concentration du copolymère, la taille des particules est plus élevée à faible vitesse d’ajout. 
Cependant, le phénomène de croissance des agrégats est atténué par rapport au phénomène de 
nucléation à vitesse d’ajout élevée, ce qui conduit à des particules de taille quasi-identique par 
rapport aux expériences effectuées avec une concentration plus faible en copolymère (Figure 
54). Par ailleurs, Il existe une concentration maximale à partir de laquelle le processus de 
nanoprécipitation est perturbé. En effet à partir d’une concentration en copolymère de 30 
mg.mL-1 les objets sont mal définis voire complètement agrégés sauf si la vitesse d’ajout de la 
phase aqueuse dans la phase organique est instantanée, on retrouve alors les mêmes 
dimensions d’objets qu’à 10 et 20 mg.mL-1. Au-delà de 30 mg.mL-1 les solutions de particules 
sont complètement agrégées.  
 
Figure 54- Mesure de la taille des particules en fonction de la vitesse d’ajout du tampon 
phosphate (100 mM pH7.4) à la phase organique pour deux concentrations de HA-b-PBLG dans 
le DMSO 
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Le tableau 7 récapitule les différents paramètres influençant la taille des particules formées 
lors de la nanoprécipitation des copolymères en solvant sélectif. 
 
Tableau 7- Récapitulatif des paramètres influençant la taille des nanoparticules lors de la 
nanoprécipitation 
3.2 Caractérisation physico-chimique des nanoparticules obtenues par 
« nanoprécipitation » 
Les nanoparticules obtenues par nanoprécipitation ont été analysées par diverses 
techniques. En premier lieu une analyse fine en diffusion de la lumière statique et dynamique 
multiangle a été effectuée pour définir plus précisément les dimensions et la morphologie des 
nanoparticules. Certains échantillons ont été analysés en diffusion des neutrons aux petits 
angles pour déterminer leur structure interne. La microscopie électronique à transmission (MET) 
ainsi que la microscopie à force atomique (AFM) ont également été utilisées pour caractériser la 
morphologie des agrégats. Pour ces analyses, la présence résiduelle de DMSO (10%) dans les 
échantillons est problématique. C’est pourquoi les échantillons ont été préalablement dialysés 
contre de l’eau avant des les déposer sur les grilles de cuivre, recouvert d’un film de 
carbon/formvar (MET) ou sur mica (AFM). 
3.2.1 Analyse par diffusion multiangle de la lumière 
Une série d’échantillons représentatifs de chaque copolymère synthétisé a été analysée par 
diffusion statique et dynamique de la lumière en utilisant un instrument ALV qui permet de 
travailler dans une large gamme angulaire (30°-150°). L’analyse en mode statique permet de 
déterminer le rayon de giration, la masse molaire moyenne en masse ainsi que le second 
coefficient de viriel des nanoparticules. Le mode dynamique permet de déterminer précisément 
le rayon hydrodynamique des objets ainsi que la distribution en taille en appliquant la méthode 
des cumulants (figure 55 et 56). Les nanoparticules ont été préparées de la façon suivante. Le 
copolymère est dissout à environ 10 mg/mL dans le DMSO pendant une nuit. La 
nanoprécipitation a été effectuée en ajoutant environ 9 mL de tampon phosphate 100 mM pH 
7.4 à 1 mL de la solution de copolymère à un débit de 3 mL/min.  Toutes les solutions sont 
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maintenues à 50°C durant la nanoprécipitation pour le HA-b-PBLG et à 25°C pour les autres 
systèmes. Les quantités exactes de solution de copolymère et de tampon utilisées sont 
déterminées par pesée à l’aide d’une balance de précision. Une gamme de concentrations en 
copolymère est ensuite effectuée en diluant les solutions mères de particules par un mélange 
DMSO/tampon phosphate dont la composition est rigoureusement la même que celle obtenue à 
l’issue de la nanoprécipitation. Cette précision est nécessaire pour que les mesures en diffusion 
statique de la lumière soient effectuées dans les mêmes conditions de solvatation quelle que 
soit la concentration.  En particulier, l’indice de réfraction du DMSO étant bien plus élevé que 
celui de l’eau, nDMSO = 1.48 et neau = 1.33, des faibles différences de concentration en DMSO 
peuvent affecter les résultats en diffusion. Les solutions ainsi préparées ont aussi été utilisées 
pour déterminer l’incrément d’indice de réfraction (dn/dc), un paramètre nécessaire à la 
détermination de la masse molaire des nanoparticules.  
Le formalisme de Berry a été utilisé pour analyser les données en diffusion statique de la 
lumière. En effet la méthode de Berry, permet de linéariser le signal diffusé lorsqu’on est en 
présence de structures relativement grandes (> 100 nm) et donne ainsi de meilleurs résultats par 
rapport au formalisme de Zimm.[15] 
Formalisme de Zimm : 
  
 
 
 
     
 
   
    
      
Formalisme de Berry : 
 
  
 
 
 
 
  
 
     
 
   
    
       
 
 
 
Avec K, la constante optique, R, le rapport de Rayleigh, q, le vecteur de diffusion, c, la 
concentration en polymère, Mw, la masse molaire moyenne en masse, Rg, le rayon de giration, et 
A2, le second coefficient de viriel 
Pour la diffusion dynamique de la lumière, la méthode de Contin a été utilisée pour extraire 
les fréquences de relaxation à chaque angle à partir de la fonction d’auto corrélation temporelle 
du signal diffusé. Ensuite, en représentant l’évolution de la fréquence de relaxation en fonction 
du carré du vecteur de diffusion, on obtient une droite passant par l’origine et dont la pente 
correspond au coefficient de diffusion des structures en solution.  
       
Avec Γ, la fréquence de relaxation (s-1), D, le coefficient de diffusion (m²/s-1) et q, le vecteur 
de diffusion (m-1) 
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Le rayon hydrodynamique est déterminé en appliquant l’équation de Stokes Einstein : 
   
   
     
 
Avec Rh, le rayon hydrodynamique (m), kB, la constante de Boltzmann (J.K
-1), T, la 
température (K-1), D, le coefficient de diffusion (m².s-1) et ηs, la viscosité de la solution (Pa.s) 
La largeur de la distribution des tailles hydrodynamiques a été évaluée en considérant 
l’indice de polydispersité obtenu par la méthode des cumulants qui est un algorithme souvent 
utilisé pour traiter les données en diffusion dynamique de la lumière. Il s’agit d’un 
développement limité de la fonction d’auto corrélation du champ électrique diffusé (g(1)(t)) :  
                  
  
  
   
  
  
     
     
   
  
  
 
Avec g(1)(t), la fonction d’autocorrélation du champ électrique diffusé, μi, les cumulants, Γ, la 
fréquence de relaxation, Ip, l’indice de polydispersité 
Des mesures combinées en diffusion statique et dynamique de la lumière permettent  aussi 
d’évaluer le rapport Rg/Rh qui est un rapport caractéristique de la forme des objets diffusants en 
solution. Par exemple, Rg/Rh = 0,77 correspond à une sphère pleine et Rg/Rh = 1 correspond à une 
sphère creuse (vésicule).[16, 17] La détermination de ce rapport a un sens si les suspensions de 
particules sont suffisamment monodisperses en taille c'est-à-dire pour des valeurs relativement 
faibles de Ip (<0.2).  
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Figure 55- Mesures de diffusion statique de la lumière (en utilisant le formalisme de Berry) 
et dynamique des différents systèmes copolymères à base de hyaluronane 
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Figure 56- Mesures de diffusion statique de la lumière (en utilisant le formalisme de Berry) 
et  dynamique des différents systèmes copolymères à base de dextrane 
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Tableau 8- Caractéristiques physico-chimiques des systèmes copolymère déterminées par 
diffusion statique et dynamique de la lumière 
L’ensemble des résultats obtenus en diffusion de la lumière sur les différentes structures 
auto-assemblées est présenté sur les figures 55 et 56. Les grandeurs physico-chimiques qui en 
découlent sont réunies dans le tableau 8. On remarquera que le formalisme de Berry permet de 
façon satisfaisante les données de diffusion statique dans la mesure où l’on n’observe pas de 
courbure avec l’angle. De même la linéarité observée sur les représentations de  en fonction de 
q2 démontre que la diffusion translationnelle est le principal mode de diffusion des structures en 
solution, ce qui est en accord avec des particules sphériques. Les faibles valeurs de PDI obtenues 
confirment une distribution relativement étroite des tailles hydrodynamiques. Les valeurs de Rg 
et RH mettent en évidence que l’ensemble des structures auto-assemblées ont des dimensions 
voisines de 100 nm. Le rapport Rg/ RH  est globalement compris entre 0.95 et 1.15 ce qui laisse 
penser en première approximation que les systèmes ont une morphologie de type vésicule. en 
revanche, la détermination des masses n’a toujours pas donné des résultats satisfaisants. En 
effet, certaines valeurs de Mw sont supérieures à 10
10 g/mol ce qui est impossible au vu des 
dimensions des particules. Plusieurs raisons à cela peuvent être avancées. En premier lieu, les 
structures étudiées ont des dimensions relativement grandes par rapport à la longueur d’onde 
incidente pour supposer que l’on est toujours dans le régime de Rayleigh d’où sont extraites les 
équations de diffusion de Zimm et Berry. Ensuite, les masses molaires obtenues sont 
uniquement apparentes car les particules n’ont pas une structure diffusante homogène sur tout 
leur volume puisqu’elles sont assemblées à partir de copolymères à blocs. Enfin, les valeurs de 
dn/dc obtenues sur presque tous les systèmes sont extrêmement faibles, voire négatives pour 
certaines. La valeur de la masse molaire étant inversement proportionnelle à (dn/dc)2, cela 
explique l’origine des très hautes valeurs de masses molaires obtenues pour ces systèmes. Enfin, 
les faibles valeurs de dn/dc soulignent que l’excès d’intensité diffusée par les particules est faible 
par rapport au solvant et dans ces conditions une incertitude même faible sur la mesure de 
dn/dc peut entraîner une incertitude importante sur la détermination de Mw. La seule valeur 
réaliste de masse molaire a été obtenue pour les particules assemblées à partir du copolymère 
HA-b-PBLG pour lesquelles la masse molaire de 109 g/mol correspond à un nombre d’agrégation 
(= nombre de chaînes de copolymères à blocs par particule) d’environ 105 ce qui est en accord 
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avec la littérature sur les polymersomes où des nombres d’agrégation de l’ordre de 2.104- 7.104  
ont été décrits.[14, 18] 
3.2.2 Analyse par microscopie à transmission électronique  
Des expériences de MET ont été réalisées pour visualiser les structures obtenues après 
nanoprécipitation des différents copolymères. Les grilles de MET ont été préparées par dépôt 
sur une goutte d’échantillon à 1 g.L-1. L’utilisation de la MET est adaptée à l’analyse des 
nanoparticules, car sa résolution est de l’ordre du nanomètre. Cependant, l’observation des 
nanoparticules est tributaire du contraste de l’échantillon par rapport au flux d’électron le 
traversant. Les objets formés par les copolymères à blocs hydrophobes à base de PBLG ont 
suffisamment de contraste pour être observés sans coloration (Figure 57A et D). En effet, le 
caractère aromatique des chaînes latérales et la forte densité électronique de l’hélice α, 
permettent un bon contraste en analyse MET. Ce n’est pas le cas des copolymères diblocs à base 
de PDLLA et PLGA. Pour ces derniers, l’acétate d’uranyle à 2% dans l’eau a été utilisé pour 
effectuer une coloration négative des échantillons (Figure 57B, C, E et F).  
 
Figure 57- Clichés de Microscopie Electronique en Transmission (MET) des structures des 
différents copolymères auto-assemblés (A) HA-b-PBLG, (B) HA-b-PLA, (C) HA-b-PLGA, (D) Dx-b-
PBLG, (E) Dx-b-PLA et (F) Dx-b-PLGA (barre d’échelle = 500 nm) 
La Figure 57 présente les clichés obtenus par MET pour les six copolymères à différents 
grossissements. Les clichés A et D montrent une population monodisperse de particules de 
grandes tailles (300 à 700 nm), avec un contraste uniforme et légèrement plus sombre au centre. 
Cette structure est typique de vésicules qui s’étalent, puis s’effondrent sur la grille avec une 
accumulation de matière au centre. C’est pourquoi en MET la taille des vésicules semble plus 
grande qu’en diffusion de la lumière. [19-21]Les clichés B, C, E et F à faible grossissement 
présentent des populations de nanoparticules relativement monodisperses, ce qui confirme les 
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PDI obtenus en diffusion de la lumière. A fort grossissement les images obtenues rappellent la 
structure des liposomes visualisés en MET.  [22, 23] Un réservoir creux semble être délimité par une 
membrane en bicouche de copolymère ce qui indiquerait que les copolymères sont assemblés 
en vésicules. Cette hypothèse doit être confirmée par d’autres méthodes d’analyse comme la 
microscopie à force atomique, qui permettra de visualiser la topographie de la surface de 
l’échantillon, ou encore la diffusion des neutrons aux petits angles, qui confirmera une 
morphologie vésiculaire ou non. 
3.2.3 Analyse par microscopie à force atomique (AFM) 
Les échantillons préparés après nanoprécipitation sont dialysés puis dilués 100 fois avant 
d’être déposés et séchés sur une surface de mica pour l’observation en AFM. Toutes ces 
opérations sont possibles parce que les polymersomes ont des propriétés colloïdales 
extrêmement stables, ce qui les rend propice à ce type d’analyse. L’AFM permet, en plus du 
diamètre des particules, de mesurer la hauteur des objets analysés. Le tableau 9  résume la 
hauteur et le diamètre des objets préparés à partir des différents copolymères. La Figure 58A 
montre la topographie des nanoparticles de HA-b-PBLG rappelant celle déjà observée en MET. La 
hauteur de ces structures est de 20 nm alors que leur diamètre varie entre 300 à 700 nm 
(Tableau 9), ce qui nous indique qu’il peut s’agir d’une structure vésiculaire qui s’est aplatie et 
étalée sur la surface du mica. En revanche, les nanoparticules obtenues à partir de HA-b-PDLLA 
et Dx-b-PDLLA donnent des structures avec une surface rugueuse dont la hauteur est proche du 
diamètre (Figure 58B, C et D).  
Ce constat suggère, contrairement à l’analyse MET, que ces structures sont suffisamment 
rigides pour garder leur morphologie sphérique et ne pas s’affaisser lors de l’étape de séchage 
sur la surface de mica. Les objets formés par les copolymères HA-b-PDLLA présentent un léger 
affaissement au sommet de certaines particules qui peut faire penser à des sphères creuses en 
début d’affaissement (Figure XB).  
A ce stade, soit il s’agit de particules à morphologie vésiculaire dont la membrane est 
suffisamment épaisse et rigide pour garder intact cette structure, soit il s’agit de particules 
sphériques pleines avec éventuellement une morphologie de type cœur-écorce.  
 
Tableau 9- Dimensions caractéristiques des nanoparticules mesurées par analyse AFM 
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Figure 58- Analyse AFM des nanoparticules de (A) HA-b-PBLG ; (B) HA-b-PDLLA et (C) Dx-b-
PDLLA sur surface de mica, après nanoprécipitation 
Pour les objets à base de copolymères Dx-b-PBLG et Dx-b-PLGA, aucune image sur surface de 
mica n’a pu être obtenue permettant de discuter la morphologie des nanoparticules. La figure 
59 montre une image d’AFM de particules de Dx-b-PBLG obtenues à partir d’une grille MET. La 
topographie rappelle celle des particules de Dx-b-PDLLA, sphérique et rugueuse. 
 
Figure 59- Analyse AFM des nanoparticules de Dx-b-PBLG  sur grille de MET, après 
nanoprécipitation 
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Si les analyses en AFM et MET ont confirmé la formation privilégiée de vésicules pour le 
copolymère HA-b-PBLG, il n’en est pas de même pour les copolymères à base de polyesters. Pour 
ces derniers, l’analyse en MET suggère la formation d’une bicouche mais cela peut être aussi un 
artefact de coloration. En effet, on peut tout à fait concevoir que la collerette observée au 
sommet des particules corresponde à la limite haute de coloration des particules. De même 
l’AFM n’a pas permis de conclure de façon certaine.  
La réponse à nos interrogations a été trouvée de façon fortuite lors d’expériences de mise en 
solution directe des copolymères. En effet, en vue de l’application visée il peut être intéressant 
d’avoir un système qui s’auto-assemble directement en milieu aqueux sans passer par une voie 
solvant c'est-à-dire ici sans DMSO. Pour qu’un système copolymère puisse s’auto-assembler 
directement en solution il faut que les chaînes soient suffisamment flexibles pour faciliter leur 
organisation. Les copolymères à blocs fortement cristallins, ayant une Tg élevée ou qui de façon 
générale développent des interactions fortes entre les blocs hydrophobes ont du mal à 
s’organiser directement en solution car l’énergie de cohésion est élevée. Par exemple, un 
copolymère comme le polystyrène-b-polyoxyde d’éthylène ne s’assemble pas directement dans 
l’eau même en chauffant en raison de la Tg élevée du bloc polystyrène. Pour de tels 
copolymères, l’utilisation d’un co-solvant est nécessaire pour l’auto-assemblage. De même le 
HA-b-PBLG ne peut pas être directement assemblé en solution aqueuse même en chauffant. En 
effet, les interactions dipolaires entre les hélices du bloc PBLG apportent une forte cohésion que 
l’hydratation des blocs de hyaluronane ne suffit pas à affaiblir. Dès lors les copolymères à base 
de PBLG nécessitent l’utilisation d’un co-solvant pour leur assemblage en milieu aqueux. La 
situation est différente avec les copolymères portant un groupe polyester où la mise en solution 
directe s’est révélée être particulièrement aisée même sans chauffer. Ainsi on a pu comparer les 
propriétés des structures formées en nanoprécipitation et en dissolution directe. Il est à noter 
que le polyester seul tel que le PDLLA ne peut pas former directement des nanoparticules par 
simple dissolution du polymère dans l’eau (la suspension est très agrégée même en chauffant 
plusieurs jours). Le Tableau 10 compare les données en diffusion dynamique de la lumière des 
structures obtenues en solution aqueuse à partir du copolymère HA-b-PDLLA directement 
dissout dans le tampon phosphate (c = 1 g/L, agitation une journée à température ambiante) 
avec celles obtenues par nanoprécipitation du même copolymère dans les mêmes conditions de 
concentration et de tampon mais en utilisant le DMSO comme co-solvant. 
 
Tableau 10- Influence du procédé de préparation sur les caractéristiques des structures 
assemblées à partir du copolymère HA-b-PDLLA 
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De façon intéressante, il apparaît que les structures assemblées par nanoprécipitation 
présentent des dimensions et une polydispersité en taille bien plus faibles que celles obtenues 
par dissolution directe. Dans ce dernier cas, on atteint probablement un état final qui est plus 
proche de l’équilibre thermodynamique alors que la nanoprécipitation, comme on l’a vu, est un 
procédé sensible aux conditions expérimentales et dont l’issue est dictée par la cinétique du 
procédé. Les structures obtenues sont alors probablement dans un état métastable (hors 
équilibre) mais elles conservent cependant leurs propriétés colloïdales (taille, polydispersité) sur 
une longue période (plusieurs semaines). En termes de taille et de polydispersité il est assez aisé 
de concevoir que la nanoprécipitation, qui est basée sur un mélange quasi-instantané de la 
phase organique avec la phase aqueuse, favorise de petits assemblages car la nucléation est 
rapide et homogène à l’échelle des volumes utilisés. Par opposition, la dissolution directe qui 
conduit à un état de pseudo-équilibre est un processus lent et hétérogène (on part du 
copolymère à état solide) où rien ne peut favoriser a priori la formation de nanoparticules de 
tailles identiques. C’est par exemple ce que l’on observe lorsque l’on pratique la réhydratation 
de films lipidiques, les tailles et les polydispersités obtenues sont généralement très 
importantes. L’étude par AFM des nanoparticules obtenues par dissolution directe du 
copolymère a permis de mettre en évidence que celles-ci présentaient clairement une structure 
« cœur-écorce » (figure 60). Cette structure n’était pas visible sur les particules obtenues 
précédemment en nanoprécipitation car ces dernières étaient probablement trop petites pour 
qu’une telle sous-structure puisse se révéler, même si la rugosité de surface que l’on a observée 
sur certains échantillons pourrait correspondre à la présence d’une écorce. L’origine de cette 
structure hétérogène réside probablement dans la composition du copolymère, qui, comme il a 
été souligné dans le chapitre précédent, contient probablement une quantité non négligeable 
d’homopolymère. Dès lors, on peut tout à fait envisager que le cœur des particules est du PLA 
contenant une certaine fraction de copolymère et que la couronne soit constituée d’une couche 
de copolymère pur physisorbée à la surface de ce cœur riche en polyester.  Si cette hypothèse se 
révélait exacte cela signifierait qu’un homopolymère hydrophobe comme le PLA peut être 
formulé en nanoparticules stables en présence de copolymère possédant un bloc PLA. 
 
Figure 60- Analyse en AFM des structures obtenues par dissolution directe du copolymère   
HA-b-PDLLA en solution aqueuse 
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3.2.4 Analyse par diffusion des neutrons aux petits angles (SANS) 
Deux échantillons de nanoparticules ont pu être analysés en diffusion des neutrons aux 
petits angles (figure 61). Cette analyse a été effectuée au CEA de Saclay sur le spectromètre 
PAXY. Les échantillons ont été préparés par nanoprécipitation en utilisant le DMSO comme co-
solvant, puis dialysés contre de l’eau lourde (D2O). Le pH final est ajusté à 7.3 avec NaOD. Les 
résultats obtenus mettent évidence que le hyaluronane-b-PBLG forme des vésicules en solution 
car on a une dépendance en q-2 aux petits angles, ce qui est  caractéristique de la présence d’une 
surface localement plane (membrane). Dans le cas du hyaluronane-b-PDLLA on observe une 
dépendance en q-4 sur quasiment tout le domaine de q ce qui est conforme à une morphologie 
sphérique. L’analyse SANS confirme donc la formation de vésicules pour hyaluronane-b-PBLG et 
de particules sphériques pour le hyaluronane-b-PDLLA. Par ailleurs dans les deux cas on observe 
une dépendance en q-5/3 dans le domaine des grands q. Ce signal est probablement lié à la 
présence des blocs hyaluronane à la surface des particules ou vésicules. En effet, l’exposant -5/3 
est ici caractéristique de chaînes de polymère en bon solvant comme c’est attendu pour le 
hyaluronane en solution aqueuse à pH 7.3.  
 
Figure 61- Analyse en diffusion des neutrons aux petits angles des structures auto-
assemblées à partir de (A) HA-b-PBLG et (B) HA-b-PDLLA 
3.3 Etude de la stabilité des polymersomes  
L’un des objectifs de ce travail étant de développer des systèmes copolymères pour des 
applications biologiques, il est important de connaître la stabilité des nanoparticules dans le 
temps.  
Pour ce faire, des lots de particules de copolymère sont préparés par nanoprécipitation, de 
façon à obtenir des objets de 200 nm, à une concentration finale en copolymère de 1 mg.mL-1. 
Puis le diamètre des particules et la polydispersité des solutions sont suivis par diffusion 
dynamique de la lumière sur une période de 14 jours. Les solutions sont conservées à 
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température ambiante, sous une faible agitation orbitale. Les particules à base d’acide 
hyaluronique (HA-b-PBLG et HA-b-PDLLA) ont été nanoprécipitées et conservées dans un 
tampon phosphate (100 mM, pH 7,4). Quant aux particules à base de dextrane (Dx-b-PBLG et Dx-
b-PDLLA), le solvant utilisé était de l’eau ultra-pure.  Le résultat des mesures de DLS est présenté 
dans la figure 62. Des particules de PLA ont également été préparées par nanoprécipitation dans 
le tampon phosphate afin de comparer l’effet du copolymère sur la stabilité colloïdale. Par 
contre, il n’a pas été possible de préparer des nanoparticules d’homo-PBLG, ce dernier 
s’agrégeant totalement lors de la nanoprécipitation sans qu’il soit possible d’isoler l’état 
colloïdal. 
 
Figure 62- Suivi du diamètre hydrodynamique (A) et de la polydispersité (B) des solutions 
de nanoparticules préparées par nanoprécipitation 
Les quatre solutions de copolymères suivies par DLS montrent une bonne stabilité en termes 
de taille et de polydispersité sur une période de deux semaines, tant pour les systèmes à base de 
PBLG (vésicules) que ceux à base de PDLLA (structure cœur-couronne). Dans les deux cas le 
polysaccharide à la surface des particules apporte une stabilisation stérique (dextrane) ou 
électrostérique (hyaluronane) qui empêche les particules de floculer. En revanche les particules 
de PDLLA ont tendance à s’agréger lentement au cours du temps, signe qu’elles ne sont pas 
parfaitement stabilisées, seules les charges portées par l’initiateur de la polymérisation 
apportant de la stabilité électrostatique aux particules. Cela montre l’intérêt d’avoir un système 
copolymère contenant un bloc polysaccharide. Même si la structure vésiculaire n’est pas 
toujours obtenue, la présence du polysaccharide à la surface des particules apporte une 
stabilisation efficace en milieu aqueux. 
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3.4 Conclusion 
L’analyse physicochimique des différents copolymères en solution a permis d’élucider leur 
organisation. Un seul copolymère, le HA-b-PBLG présente une morphologie de type vésicule 
alors que les copolymères contenant un bloc polyester formeraient plutôt des particules de type 
« cœur-écorce ». Ce résultat est intéressant par rapport à la composition des copolymères qui 
comme nous l’avons vu précédemment contiennent une fraction non négligeable 
d’homopolymères. Dans le cas du HA-b-PBLG, les blocs de PBLG s’intercalent probablement dans 
la membrane entre les molécules de copolymère à blocs. Cela peut contribuer à diminuer les 
forces d’interaction de type volume exclu entre les blocs polysaccharides à la surface des 
vésicules avec comme conséquence une diminution du rayon de courbure ce qui est favorable à 
la formation d’une membrane et finalement à l’auto-assemblage en vésicules. Dans le cas des 
copolymères à base de polyester et en particulier de PDLLA, la fraction en homopolymère doit 
être assez importante puisque nous avons observé des particules « cœur-écorce » assez grosses 
avec un cœur probablement riche en polyester. Cependant, ces particules sont bien plus stables 
que des particules nues de polyester car le copolymère principalement adsorbé à la surface 
apporte une stabilisation électrostérique. Dans tous les cas, ces résultats nous confortent dans 
l’idée que la synthèse doit être améliorée afin de former 100% de copolymère à bloc. Ensuite, il 
serait intéressant d’étudier l’influence de l’ajout d’une fraction définie d’homopolymère au 
copolymère et d’étudier les structures correspondantes en solution.  
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Chapitre 4 : Processus passif d’encapsulation de molécules hydrophiles lors de la 
nanoprécipitation 
En conclusion du chapitre précédent, seul les copolymères HA-b-PBLG forment de façon 
certaine des nanoparticules avec une morphologie de vésicule que l’on a appelé polymersome. 
Ces structures possédant un compartiment interne aqueux, peuvent être utilisées pour 
l’encapsulation de molécules hydrophiles. Les avantages et les inconvénients des différents 
systèmes polymersomes capables d’encapsuler et de libérer des agents thérapeutiques 
hydrophiles ont été présentés dans le chapitre bibliographique. Certains des systèmes à base de 
polyester qui forment des particules possédant une structure ‘cœur-écorce’ avec un cœur riche 
en polyester et une couronne supposée de copolymère adsorbé seront également étudiés, ce 
qui permettra de comparer deux types de morphologie par rapport aux propriétés 
d’encapsulation. 
Nous étudierons deux méthodes d’encapsulation, une dite passive et l’autre active. Dans le 
premier cas, c’est une approche simple et intuitive qui a été envisagée. Les molécules 
hydrophiles à encapsuler sont solubilisées dans la phase aqueuse utilisée pour la 
nanoprécipitation, et lors du processus de formation des vésicules, elles se retrouvent piégées à 
l’intérieur de la cavité interne des polymersomes. La méthode active nécessite de créer une 
interaction entre le copolymère et la molécule à encapsuler pour augmenter l’efficacité 
d’encapsulation. Cette méthode sera détaillée dans le chapitre suivant. 
 Dans cette partie, nous traiterons également des difficultés rencontrées pour évaluer 
l’encapsulation de molécules hydrophiles dans les polymersomes. Toute la complexité a été de 
déterminer la masse de molécules encapsulées par rapport à la quantité totale de molécules 
utilisées pour l’encapsulation. La définition des deux principaux paramètres utilisés pour évaluer 
l’encapsulation c'est-à-dire l’efficacité et le taux d’encapsulation est indiqué sur la Figure 63. 
 
Figure 63- Paramètres permettant d’évaluer le processus d’encapsulation de molécules 
hydrophiles par les polymersomes 
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4.1 Calcul théorique du volume d’encapsulation maximal  
Les mesures de SLS et de SANS, nous ont permis d’obtenir le diamètre hydrodynamique (Dh), 
l’épaisseur des membranes (δ) et le nombre d’agrégation des différents systèmes de 
copolymère. Le calcul du volume interne d’une vésicule est donné par l’équation suivante : 
   
 
 
  
  
 
   
 
                
avec Vi, le volume interne d’une vésicule, Dh, le diamètre hydrodynamique et δ, l’épaisseur de la 
membrane (Figure 65)       
 
Figure 65- Schéma de la structure d’un polymersome 
Sur la base des résultats obtenus dans le chapitre précédent, on calcule un volume interne 
de 3.05 10-21 m3 soit 3.05 10-12 µL par vésicule en considérant un diamètre de 200 nm et une 
épaisseur de membrane de 10 nm, cette dernière valeur ayant été déterminée en modélisant les 
données obtenues en SANS par un modèle de vésicule. Ensuite, connaissant la masse molaire 
d’une vésicule, M=109 g.mol-1, on peut facilement calculer le volume interne total des vésicules 
par mg de copolymère. On obtient 1.8 µL par mg de copolymère. Evidemment, ce résultat est à 
considérer avec précautions car l’incertitude sur la détermination des masses molaires n’est pas 
négligeable comme nous l’avons vu dans le chapitre précédent. Si l’on considère que l’on a une 
concentration en copolymère de 1 mg/ml en solution aqueuse, la fraction volumique du cœur 
des vésicules représente alors 0.18%. Ainsi, en l’absence d’interactions spécifiques entre le 
copolymère et les molécules hydrophiles à encapsuler, l’efficacité d’encapsulation devrait être 
faible. Nous avons cependant essayé d’explorer cette voie d’encapsulation ‘passive’ en 
optimisant  les conditions de la nanoprécipitation. 
4.2 Optimisation des paramètres d’encapsulation 
4.2.1 Estimation de la fraction critique de solvant sélectif 
Nous rappelons que la fraction critique en solvant sélectif (fceau) représente, dans notre cas,  
la quantité d’eau ou de tampon à ajouter pour former toutes les vésicules lors du processus de 
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nanoprécipitation (Figure 47). Au-delà de ce volume critique, l’eau ou le tampon ajouté diluera 
simplement la solution de particules sans que de nouvelles structures soient formées. Dans le 
chapitre précédent, pour étudier le processus de nanoprécipitation nous nous étions placés à 
une concentration finale de 10% en DMSO, ce qui est au-dessus de la fceau. Cependant, pour 
estimer précisément cette valeur, la turbidité de la solution de vésicules a été suivie tout au long 
du processus de nanoprécipitation (Figure 65). La turbidité correspond ici à une mesure 
d’absorbance des solutions à une longueur d’onde de 450 nm. A cette longueur d’onde le 
copolymère n’absorbe pas la lumière et la variation d’absorbance est simplement liée à la 
formation de matière colloïdale. 
3  
Figure 65- Détermination de fceau par suivi de la turbidité de la solution de vésicules lors de la 
nanoprécipitation, les copolymères sont initialement dissous dans le DMSO à 10 mg.mL-1 
L’étude a été menée dans les conditions de nanoprécipitation (cf. chapitre 3) qui permettent 
d’obtenir des vésicules de 200 nm. Au fur et à mesure que le solvant aqueux est ajouté les 
particules s’auto-assemblent troublant la solution jusqu’à atteindre un maximum, correspondant 
à la valeur fceau. Puis la diminution de l’absorbance traduit une dilution de la solution de 
particules. Le Tableau 11 présente les valeurs de fceau selon le système étudié. De façon 
intéressante, cette étude met en évidence que les systèmes à base de PBLG ont des valeurs de 
fceau beaucoup plus faibles que les systèmes à base de polyester. Cela signifie que le PBLG, très 
hydrophobe, s’agrège plus que le polyester dans l’eau et ainsi on peut conclure que les systèmes 
à base de polyester sont plus tolérants à la présence d’eau. Dès lors, il faudra ajouter aussi un 
volume d’eau plus important pour les auto-assembler complètement.  
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Tableau 11- fceau des 4 systèmes copolymères sélectionnés pour l’étude sur l’encapsulation de 
molécules hydrophiles 
La valeur de fceau nous permet d’ajuster le volume de solvant aqueux, contenant la molécule 
hydrophile à encapsuler. En effet, lors de la nanoprécipitation la quantité d’eau « encapsulée » 
dans les vésicules provient du volume d’eau ajouté avant d’atteindre la fceau. Cela signifie que 
toutes les molécules introduites après la fceau ne seront pas encapsulées. La procédure 
d’encapsulation par nanoprécipitation se fait donc en deux temps. On ajoute d’abord un volume  
de solvant aqueux, contenant la molécule à encapsuler (correspondant au moins à la valeur de 
fceau) et ensuite, un excès d’eau est ajouté pour atteindre une fraction de 90% ce qui permet en 
quelque sorte de figer le système (Figure 66). Ainsi, en ajoutant la quantité minimale d’eau, nous 
augmentons considérablement l’efficacité d’encapsulation et évitons une dilution trop 
importante des molécules hydrophiles à encapsuler.  
 
Figure 66- Dispositif de nanoprécipitation pour l’encapsulation de molécules hydrophiles 
Utiliser la quantité minimale d’eau pour encapsuler les molécules hydrophiles apparaît donc 
comme une stratégie viable pour augmenter l’efficacité d’encapsulation. Considérons la 
situation avec le copolymère HA-b-PBLG où la fraction critique en eau est de 40%. Si l’on part de 
1 mL de copolymère dans le DMSO à une concentration de 10 mg/mL et que l’on ajoute 0.66 mL 
d’eau (=40% eau) le volume total est 1.66 mL. Le volume de liquide potentiellement encapsulé 
étant de 18 µL pour 10 mg de copolymère, on peut ainsi espérer pouvoir encapsuler 1.1% du 
volume total dans ces conditions. Cela signifie que l’encapsulation devra être effectuée à partir 
de solutions de molécules hydrophiles relativement concentrées. 
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4.2.2 Estimation de la concentration initiale maximale en copolymère   
Les résultats précédents ont été calculés pour une concentration initiale en copolymère de 
10 mg.mL-1 dans le DMSO. En augmentant la quantité de copolymère dissout dans le DMSO on 
peut obtenir davantage de particules de même diamètre mais en plus grand nombre,  à 
condition d’augmenter la vitesse d’ajout de la phase aqueuse à la phase organique lors de la 
nanoprécipitation. Le volume encapsulé dans la cavité interne des vésicules sera donc plus élevé. 
Cependant, il existe une limite à ne pas franchir car au-delà d’une certaine concentration en 
copolymère le système n’est plus stable et s’agrège. Pour les systèmes copolymère à base de 
PBLG, la formation des vésicules est perturbée seulement pour des concentrations supérieures à 
40 mg.mL-1. Ainsi, cela permettrait de multiplier par 4 le volume encapsulé. 
4.2.3 Estimation du taux de charge maximal  
Le taux de charge (ou « feed weight ratio ») correspond au rapport de la masse totale de 
molécules hydrophiles mise en solution sur la masse de copolymère utilisée lors du processus 
d’encapsulation. La figure 67 montre deux cas extrêmes de taux de charge.  
 
Figure 29- Influence du taux de charge en molécules hydrophiles lors du processus 
d’encapsulation par nanoprécipitation 
Dans les deux exemples de taux de charge, la probabilité d’encapsuler une molécule 
hydrophile est identique, l’efficacité d’encapsulation est donc la même. En revanche, la quantité 
de molécule encapsulée en considérant la même masse de copolymère est bien plus importante 
dans le cas d’un taux de charge élevé. Après élimination des molécules hydrophiles non 
encapsulées par centrifugation ou dialyse, le taux d’encapsulation devrait être plus important 
dans le cas où l’on a utilisé un taux de charge élevé.  Il existe tout de même un taux de charge 
maximal à ne pas franchir. En effet, la concentration en molécules hydrophiles dans la phase 
aqueuse ajoutée modifie les conditions de nanoprécipitation du copolymère. A fortes 
concentrations les blocs copolymères peuvent s’agréger et précipiter dans la solution.  
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4.3 Méthodes d’évaluation du procédé d’encapsulation 
Afin d’évaluer l’efficacité de la procédure d’encapsulation, il est important de discriminer la 
quantité de molécules encapsulées par rapport aux molécules libres (= non encapsulées). Deux 
méthodes ont été utilisées. La première méthode, dite « indirecte », consiste à quantifier la 
masse de molécules libres, puis à la soustraire de la masse totale de molécules utilisées et 
estimer ainsi la masse de molécules encapsulées. La deuxième méthode consistera à quantifier 
directement la masse de molécules encapsulées en utilisant la centrifugation ou la dialyse pour 
séparer les molécules libres des molécules encapsulées (Figure 68). 
 
Figure 308- Méthode d’évaluation du procédé d’encapsulation par nanoprécipitation 
Après la nanoprécipitation, un volume donné de suspension de particules est centrifugé pour 
séparer d’une part le surnageant contenant les molécules libres, et d’autre part le culot de 
particules ayant encapsulé les molécules hydrophiles. Des molécules hydrophiles modèles ont 
été utilisées dans un premier temps pour mettre au point les deux méthodes de quantification. 
4.3.1 Méthode indirecte 
Le principe de cette méthode illustrée sur la figure 69 consiste à centrifuger la suspension de 
particules afin de séparer les molécules hydrophiles non encapsulées des particules. Le 
surnageant est prélevé avec précautions afin de ne pas toucher au culot, et est ensuite pesé sur 
une balance de précision. Un dosage spectroscopique permet de déterminer la concentration en 
molécules hydrophiles et connaissant la masse du surnageant on peut calculer la masse de 
molécules hydrophiles non encapsulées après la première centrifugation. En effet, il est 
important de considérer la masse de molécules non encapsulées et non simplement leur 
concentration en solution car cette dernière n’est a priori pas modifiée au cours de 
l’encapsulation (figure 68). En ce sens, l’encapsulation est très différente d’un procédé 
d’adsorption. Afin d’améliorer la précision de la méthode, le culot est repris dans un volume 
donné d’eau ou de tampon afin de diluer les molécules hydrophiles non encapsulées restantes 
dans le culot. A l’issue d’une nouvelle centrifugation, on effectue un nouveau dosage 
spectroscopique du surnageant afin de déterminer la concentration de ces molécules non 
encapsulées restantes. Connaissant le volume d’eau ou de tampon ajouté, on détermine alors la 
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masse de molécules non encapsulées à l’issue de la deuxième centrifugation. Finalement, il suffit 
de sommer les deux masses ainsi calculées pour connaître la masse totale de molécules 
hydrophiles non encapsulées. Cette méthode nécessite d’avoir une suspension de particules 
facilement centrifugeables, ce qui ait le cas avec nos systèmes (voir le paragraphe 4.1.3.3). Par 
ailleurs, tous les volumes prélevés ou ajoutés ont été systématiquement pesés à l’aide d’une 
balance de précision afin de minimiser les incertitudes par rapport à l’utilisation de 
micropipettes. 
 
Figure 69- Méthode d’évaluation indirecte du procédé d’encapsulation par 
nanoprécipitation 
Nous détaillons ci-dessous plus précisément la méthode de détermination de la masse de 
molécules non encapsulées. Après la première centrifugation, la masse du surnageant (S1) 
récupéré est mesurée avec une balance de précision. La concentration du surnageant (S1) en 
molécules hydrophiles libres est déterminée par un dosage colorimétrique, à l’aide d’une 
gamme étalon établie préalablement dans les même conditions que celles utilisées pour la 
nanoprécipitation. En particulier, on a utilisé un mélange eau:DMSO de même composition 
(typiquement 9:1) que le milieu de nanoprécipitation car les propriétés d’absorbance des 
molécules dosées dépendent des conditions de solvatation. 
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Masse de molécules hydrophiles libres dans le surnageant (S1) : 
                  
Avec CS1, la concentration du surnageant (S1) en molécules hydrophiles libres déterminée 
par dosage colorimétrique et VS1, le volume du surnageant (S1) mesuré avec la balance de 
précision en considérant la densité du mélange eau:DMSO (9:1).   
Le culot de la première centrifugation est remis en suspension avec un volume VS2 d’un 
mélange eau:DMSO (9:1) puis une seconde centrifugation est réalisée, conduisant à un nouveau 
culot de particules et un surnageant (S2) contenant les molécules hydrophiles libres résiduelles. 
La concentration en molécules libres est estimée par dosage colorimétrique en utilisant la même 
gamme étalon que précédemment.  
Masse de molécules hydrophiles libres dans le surnageant (S2) : 
               
La masse totale de molécules non encapsulées est alors déterminée par la somme de mmsh1 
et mmhs2. Dès lors, connaissant la masse initiale de molécules introduites dans le milieu on peut 
déterminer le taux et l’efficacité d’encapsulation. 
4.3.2 Méthode directe 
Cette méthode permet de quantifier directement la masse de molécules hydrophiles 
encapsulées dans le cœur aqueux des polymersomes. L’idée est d’effectuer directement un 
dosage en absorbance de la suspension de vésicules contenant les molécules d’intérêt après 
avoir éliminé l’excès de ces molécules par centrifugation et en utilisant comme ‘blanc’ une 
suspension nues de vésicules préparées dans les mêmes conditions.  La principale contrainte par 
rapport à la méthode indirecte est que la centrifugation ne doit pas agréger les particules car 
celles-ci doivent être resuspendues de façon stable en solution pour avoir un milieu homogène 
afin de réaliser les mesures d’absorbance dans des conditions optimales. En effet, dans la 
méthode indirecte les vésicules peuvent être agrégées sans que cela n’affecte le résultat puisque 
dans tous les cas on dose des surnageants. L’autre contrainte de la méthode directe est que le 
‘blanc’ doit avoir rigoureusement les mêmes propriétés d’absorbance que les vésicules 
préparées en présence de la molécule à encapsuler.  
4.3.3 Conditions de centrifugation 
L’étape de centrifugation est cruciale dans les deux méthodes d’évaluation du procédé 
d’encapsulation. En effet, cette dernière ne doit pas être destructive pour les polymersomes car 
les molécules hydrophiles encapsulées pourraient être libérées dans le surnageant. Afin de 
vérifier l’intégrité des particules et l’efficacité de la centrifugation, le surnageant et le culot 
resuspendus dans de l’eau ou du tampon sont analysés en diffusion de la lumière à l’issue de la 
première et de la seconde centrifugation. Les résultats sont donnés dans le tableau 12. Les 
centrifugations ont été effectuées dans des microtubes de 2 mL à 8000 g pendant 30 minutes. 
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Tableau 12- Analyse DLS des solutions de particules, préparées par nanoprécipitation à 60°C 
pour les copolymères à base de PBLG et 25°C pour les copolymères à base de PDLLA (vitesse 
d’ajout de 4 mL.min-1 de la phase aqueuse dans la phase organique) après deux centrifugations 
à 8000 g pendant 30 min 
La taille et la polydispersité des particules dans le culot après la première centrifugation, 
montrent que les conditions de la procédure sont suffisamment douces, pour ne pas entraîner 
une agrégation et une destruction des polymersomes. Après la deuxième centrifugation, les 
tailles des particules resuspendues sont plus élevées de 10 à 20 nm que celles mesurées après 
nanoprécipitation. Cette légère agrégation est cependant négligeable en considérant 
l’incertitude sur les mesures de diffusion de lumière. 
L’intensité diffusée par les surnageants permet de savoir si le temps de centrifugation a été 
suffisamment long pour séparer toutes les particules. On observe que l’intensité diffusée dans 
les surnageants représentent moins de 10% de l’intensité diffusée par les culots resuspendus 
dans de l’eau ou du tampon ce qui signifie que la quantité de particules non sédimentées est a 
priori faible et ne constitue donc pas un obstacle majeur pour appliquer les deux méthodes de 
quantification décrites précédemment. Par ailleurs dans le cas de la méthode indirecte, il n’est 
pas important que les vésicules soient stables après centrifugation car la seule chose qui compte 
est de doser la quantité de molécules libres à l’issue de la première et de la seconde 
centrifugation. On pourrait donc même augmenter le temps et/ou la vitesse de centrifugation 
pour faire sédimenter toutes les vésicules. Par contre, l’agrégation des vésicules est évidemment 
un obstacle dans le cas de la méthode de quantification directe où l’on doit avoir une suspension 
stable de vésicules. Les copolymères dextrane-b-PBLG n’ont pas pu être séparés efficacement 
par centrifugation en raison de leur très petite taille hydrodynamique. En augmentant la force 
centrifuge à 9000g ou le temps de centrifugation à 40 min, le culot devient difficile à disperser, 
ce qui donne des résultats aberrant en DLS. Pour ce copolymère, on ne peut donc pas appliquer 
la méthode directe de quantification. 
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Le tableau 13 présente le même type d’analyses pour des particules préparées à partir de 
copolymère hyaluronane-b-PBLG en utilisant différents débits d’ajouts lors de leur préparation 
afin de faire varier leur taille. Les résultats montrent que l’intensité diffusée par le surnageant à 
l’issue de la première centrifugation est d’autant plus faible que les particules sont grosses ce qui 
est en accord avec une sédimentation privilégiée de ces particules. 
 
Tableau 13- Analyse DLS des solutions de particules de copolymère HA-b-PBLG de différentes 
tailles (en faisant varier le débit d’ajout de la phase aqueuse lors de la nanoprécipitation) 
après deux centrifugations à 8000 g pendant 30 min 
4.4 Encapsulation de molécules modèles : fluorescéine, dextrane-fluorescéine et bleu 
patenté V 
Les siRNA étant des molécules onéreuses et difficiles à produire en grande quantité, trois 
molécules modèles ont été choisies pour mettre au point le procédé d’encapsulation et de 
quantification par les polymersomes. Les caractéristiques physico-chimiques de chacune d’entre 
elles sont répertoriées dans la Figure 70.  
La fluorescéine est une molécule fluorescente standard, très utilisée comme marqueur de 
différentes biomolécules. Le sel de sodium de la fluorescéine est soluble en milieu aqueux alors 
que la forme acide est soluble dans des solvants organiques comme le DMSO. Cette propriété 
nous permettra de dissoudre la fluorescéine soit dans la phase organique contenant le 
copolymère soit dans la phase aqueuse ajoutée pour la nanoprécipitation. Le dextrane FITC 
(M=10 000 g/mol) a aussi été utilisé afin d’évaluer l’influence de la masse molaire sur l’efficacité 
de l’encapsulation. 
Le bleu patenté V, utilisé en agroalimentaire comme colorant (E131) a également été choisi 
pour ses propriétés d’absorbance. Cette molécule extrêmement hydrophile (log P = -5.34) n’est 
pas fluorescente mais ce qui la rend intéressante est qu’elle absorbe à une longueur d’onde 
élevée, max = 638 nm. La figure 71 montre le spectre d’absorbance des particules de 
copolymère. A 640 nm les particules absorbent de 0,2 à 0,4 unité de DO ce qui est relativement 
faible. Ainsi en utilisant ce colorant on minimise au maximum l’absorbance des vésicules ce qui 
devrait contribuer à augmenter la précision de la méthode. En effet, comme cela a été décrit 
précédemment l’absorbance des vésicules nues varie sensiblement d’un lot à l’autre ce qui 
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signifie que les vésicules nues ne constituent pas un ‘blanc’ parfait pour les mesures de densité 
optique des suspensions de vésicules contenant la molécule à encapsuler, sauf si on travaille à 
une longueur d’onde élevée comme c’est la cas ici avec ce colorant. 
 
 
Figure 70- Molécules modèles choisies pour l’évaluation du procédé d’encapsulation par 
les polymersomes (A) fluorescéine, (B) dextrane-fluorescéine et (C) bleu patenté V. Log P 
désigne le coefficient de partage octanol/eau.   
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Figure 71- Spectre d’absorbance des suspensions de particules à 1 mg.mL-1 dans l’eau ou le 
tampon phosphate (50 mM, pH 7.4) 
4.5 Evaluation du taux d’encapsulation et de l’efficacité d’encapsulation des 
molécules hydrophiles modèles par les différents systèmes copolymères 
4.5.1 Fluorescéine 
Les tests d’encapsulation de la fluorescéine ont été réalisés avec le système HA-b-PBLG. Le 
copolymère est dissout dans le DMSO à 10 mg.mL-1, la concentration exacte de la solution est 
obtenue par analyse thermogravimétrique. Trois solutions de fluorescéine, de concentrations 
croissante (1, 5 et 10 g.L-1), ont été préparées pour évaluer le taux d’encapsulation en fonction 
du taux de charge. Pour le système HA-b-PBLG, la valeur de fceau est à 40% d’eau. Nous avons 
alors choisi de nanoprécipiter la solution de copolymère en deux temps : en ajoutant d’abord au 
pousse seringue (débit = 4 mL/min) 1 mL de solution de fluorescéine préparée dans un tampon 
phosphate (50 mM, pH 7.4) à 1 mL de solution de copolymère (fraction eau = 50%) puis en 
ajoutant 8 mL de tampon phosphate seul pour atteindre 80% d’eau dans le milieu. Ensuite, trois 
échantillons de la solution sont centrifugés selon la procédure décrite dans la partie 4.1.3.3. La 
quantité de fluorescéine libre est déterminée par la méthode de quantification indirecte 
détaillée dans la partie 4.1.3.1. Le Tableau 14 présente les efficacités d’encapsulation (EE) et les 
taux d’encapsulation (TE) en pourcentage. 
 
Tableau 14- Résultats de l’encapsulation de la fluorescéine par nanoprécipitation du 
copolymère HA-b-PBLG, à 10 mg.mL-1, en fonction de la concentration initiale en fluorescéine 
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Les résultats mettent en évidence que le taux d’encapsulation et l’efficacité d’encapsulation 
augmentent avec la concentration initiale en fluorescéine. Des concentrations supérieures à 10 
g/L n’ont pas été utilisées car avec les siARN il ne sera pas possible d’envisager de travailler à de 
telles concentrations. Les taux d’encapsulation expérimentaux ont été comparés avec ceux 
calculés à partir du volume disponible au cœur des vésicules (voir paragraphe précédent). On 
détermine ainsi que les taux d’encapsulation théoriques sont de 0,09, 0,45 et 0,9% pour des 
concentrations respectives de 1, 5 et 10 g.L-1 en fluorescéine. Ces taux sont bien plus faibles que 
ceux déterminés expérimentalement. On peut supposer que les valeurs expérimentales plus 
élevées traduisent une adsorption de la fluorescéine à la surface des vésicules même si cela 
serait étonnant dans la mesure où les blocs de hyaluronane et la fluorescéine sont tous deux 
chargés négativement dans les conditions de pH utilisées. Pour vérifier cette hypothèse, il suffit 
dans un premier temps de former les vésicules par nanoprécipitation avec du tampon seul, puis 
d’ajouter la solution aqueuse contenant la fluorescéine de sorte que sa concentration finale soit 
la même que dans les expériences précédentes. 
La quantité de fluorescéine adsorbée à la surface des particules est alors déterminée de la 
même façon que pour l’encapsulation. La masse de fluorescéine libre est calculée après 
centrifugation et dosage colorimétrique. Le Tableau 15 donne le pourcentage de fluorescéine 
adsorbée sur les vésicules de HA-b-PBLG par rapport à la quantité totale utilisée pour 
l’expérience (efficacité d’adsorption). 
 
Tableau 15- Evaluation de l’adsorption possible des molécules de fluorescéine sur les 
particules de HA-b-PBLG 
Les résultats du Tableau 15 montrent que la quantité de fluorescéine adsorbée à la surface 
des particules de HA-b-PBLG est négligeable quelque soit le taux de charge utilisé. En effet, 
l’efficacité d’encapsulation est proche de zéro et certaines valeurs sont même légèrement 
négatives. Dès lors, les valeurs élevées de taux et d’efficacité d’encapsulation semblent indiquer 
que la fluorescéine a été réellement encapsulée dans les vésicules. Cela pourrait alors 
s’expliquer par une augmentation de la taille des vésicules formées en présence de fluorescéine. 
Cependant, des mesures de diffusion dynamique de la lumière effectuées sur les vésicules 
contenant le pigment montrent que les tailles hydrodynamiques ainsi que la polydispersité sont 
les mêmes que celles obtenues en l’absence de fluorescéine. En fait les taux élevés 
d’encapsulation peuvent se comprendre en considérant que la formation des vésicules est 
extrêmement rapide lorsqu’on ajoute la phase aqueuse à la phase organique contenant le 
copolymère et que dans ces conditions la concentration locale en fluorescéine est plus 
importante à proximité des vésicules en cours de formation car ces dernières se forment avant 
que les molécules de fluorescéine n’aient pu diffuser dans le reste de la solution. Une expérience 
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a permis de conforter cette hypothèse. En effet, si la fluorescéine sous sa forme acide est 
introduite dans la phase organique contenant le copolymère, les vésicules formées alors par 
nanoprécipitation encapsulent une quantité très faible de fluorescéine (taux d’encapsulation = 
 0,5 %) car dans cette situation, la concentration en fluorescéine à proximité des vésicules en 
formation est la même que dans le reste de la solution. Il n’y a donc pas dans cette situation 
d’hétérogénéité locale de concentrations qui peut jouer en faveur d’une encapsulation plus 
efficace. 
4.5.2 Bleu patenté V 
Cette molécule va nous permettre de comparer les méthodes de quantification directe et 
indirecte. Les expériences d’encapsulation par nanoprécipitation ont été réalisées dans les 
mêmes conditions que précédemment en étudiant cette fois-ci trois copolymères (Tableau 16). 
Dans le cas de la méthode indirecte, le même procédé qu’avec la fluorescéine est utilisé, c’est à 
dire que la quantité de bleu patenté V (BpV) libre est déterminée par spectrométrie UV-visible 
après deux centrifugations. Pour la méthode directe, le milieu de nanoprécipitation contenant le 
DMSO, le tampon, les particules et le pigment libre en excès est dialysé pendant 24h contre de 
l’eau distillée avec deux changements de bain. Ensuite, la quantité de BpV encapsulée est 
déterminée par mesure de l’absorbance à 640 nm de la solution de particules en utilisant 
comme ‘blanc’ une suspension de particules préparées dans les mêmes conditions mais en 
l’absence de BpV. Le taux et l’efficacité d’encapsulation sont ensuite déterminés en tenant 
compte des effets de dilution inhérents à la dialyse sur la concentration en copolymère.  
 
Tableau 16- Encapsulation du bleu patenté V par nanoprécipitation des copolymères HA-b-
PBLG, HA-b-PDLLA, Dx-b-PBLG et Dx-b-PDLLA, à 10 mg.mL-1, en utilisant deux méthodes de 
quantification 
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Plusieurs commentaires peuvent être faits à l’issue de ces expériences. En premier lieu, si 
l’on considère la méthode indirecte, l’efficacité et le taux d’encapsulation du colorant sont bien 
plus importants que ceux obtenus avec la fluorescéine et cela pour tous les copolymères. 
Cependant la quantité adsorbée à la surface des particules est cette fois-ci relativement 
importante. Cela est surprenant dans la mesure où le bleu patenté V est bien plus hydrophile 
que la fluorescéine et aurait donc a priori moins d’affinité avec les blocs de hyaluronane à la 
surface des particules. Il faut donc considérer qu’il existe des interactions spécifiques entre ce 
colorant et les particules. Si l’on soustrait l’efficacité d’adsorption à l’efficacité d’encapsulation 
on trouve des valeurs proches de celles obtenues avec la fluorescéine. Deuxièmement, il n’y a 
pas de différences significatives au niveau des propriétés d’encapsulation entre les différents 
copolymères utilisés. Ce résultat est paradoxal puisque l’on sait qu’à l’issue de la caractérisation 
physico-chimique des copolymères, les systèmes à base de polyester ont une structure « cœur-
écorce » a priori défavorable pour l’encapsulation de molécules hydrophiles. Cela signifie donc 
que les conditions de nanoprécipitation, où l’on a la formation rapide des particules dans un 
environnement concentré en colorant, sont favorables à l’encapsulation de molécules 
hydrophiles dans une matrice polymère. De tels résultats sont en fait connus avec les protéines 
qui peuvent être encapsulées dans des nanoparticules de polyester par nanoprécipitation mais 
avec des taux d’encapsulation tout de même modestes. Par ailleurs, si nous avons supposé dans 
le chapitre précédent que le cœur de ces particules est du polyester, on ne peut pas 
complètement exclure l’hypothèse qu’il y ait aussi du copolymère, ce qui contribuerait à créer 
des domaines hydrophiles, favorables à l’encapsulation, au sein des particules. Concernant la 
méthode d’évaluation directe de l’encapsulation du colorant, les résultats mettent en évidence 
que les taux et les efficacités d’encapsulation sont bien plus faibles, tout en restant homogènes, 
que ceux obtenus par la méthode indirecte. On remarquera aussi que la méthode directe ne 
permet pas de détecter une quantité significative de molécules de colorant adsorbées à la 
surface des particules. Ces deux résultats montrent que la méthode directe n’est en fait pas 
fiable dans les conditions utilisées. En effet, si la dialyse a permis d’éliminer le colorant adsorbé 
sur les particules, elle a aussi certainement permis au colorant encapsulé de diffuser vers le 
milieu extérieur, contribuant ainsi à diminuer les valeurs de taux et d’efficacité d’encapsulation. 
Bien que la dialyse soit souvent utilisée dans la littérature pour laver des suspensions colloïdales 
avant dosage des molécules encapsulées, ces résultats montrent qu’il est dans l’absolu 
impossible de se débarrasser des molécules non encapsulées tout en empêchant la diffusion des 
molécules encapsulées vers le milieu extérieur. La centrifugation est a priori plus sûre de ce 
point de vue mais elle peut aussi avoir des inconvénients, en particulier lorsque les particules ne 
sont pas centrifugeables en raison d’une taille trop petite ou d’une  faible stabilité colloïdale. 
4.5.3 Dextrane-fluorescéine 
Un dextrane de 104 g.mol-1 marqué par la fluorescéine (Dextrane FITC) a été également 
utilisé pour tester la capacité d’encapsulation des particules de HA-b-PBLG et HA-b-PDLLA par 
rapport à des molécules de masse molaire élevée pour mimer en quelque sorte les conditions 
d’encapsulation des siRNA. Pour cette expérience, nous avons suivi la même procédure 
d’encapsulation qu’avec la fluorescéine et la quantification a été effectuée avec la méthode 
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indirecte qui semble être la plus fiable suite aux essais effectués avec le colorant bleu patenté V. 
Le Tableau 17 présente les résultats obtenus avec une solution de 10 g.L-1 de dextrane-FITC dans 
le tampon phosphate (50 mM, pH 7,4). 
 
Tableau 17- Encapsulation du dextrane-FITC par nanoprécipitation des copolymères HA-b-
PBLG et HA-b-PDLLA, à 10 mg.mL-1 
En augmentant la taille des molécules à encapsuler, le taux et l’efficacité d’encapsulation 
sont plus faibles qu’avec la fluorescéine pour un même copolymère (HA-b-PBLG) et pour une 
même concentration massique initiale de molécules à encapsuler. De façon générale, le calcul de 
l’efficacité d’encapsulation donne le même résultat que l’on raisonne en nombre de moles ou en 
masse de molécules. Une valeur plus faible de l’efficacité d’encapsulation dans le cas du 
dextrane-FITC signifie donc que la fraction molaire encapsulée de ce composé est plus faible 
qu’avec la fluorescéine. Cela peut être dû à un effet stérique lié à la taille des molécules où à un 
effet de viscosité plus important au moment où la phase aqueuse entre en contact avec la phase 
organique. On peut tout à fait concevoir aussi que la diffusion des molécules d’eau vers le DMSO 
est plus rapide que celles des molécules de dextrane-FITC. Ensuite, en terme de concentration 
molaire, la solution de dextrane-FITC est 30 fois moins concentrée que la solution initiale de 
fluorescéine ce qui signifie que le taux de charge initial molaire est bien plus faible avec le 
dextrane-FITC et cela explique aussi la moindre efficacité d’encapsulation. Concernant les taux 
d’encapsulation calculés à partir du nombre de moles, on obtient 440% pour la fluorescéine et 
seulement 7% pour le dextrane-FITC. Comme avec le bleu patenté, on constate que les 
copolymères à base de PBLG et de PDLLA ont des taux et des efficacités d’encapsulation du 
même ordre de grandeur ce qui bien sûr est étonnant et montre que la structure vésiculaire ne 
semble pas plus avantageuse ici pour l’encapsulation de molécules hydrophiles par rapport à 
une structure cœur-écorce. Cela confirme aussi que le cœur de ces particules, riche en PLA, 
contient probablement aussi une fraction non négligeable de copolymère qui apporte de 
l’hydrophilie, favorable à l’encapsulation de molécules comme le dextrane.  
Les méthodes de quantification auraient pu être approfondies et d’autres contrôles auraient 
été nécessaires pour vérifier les différentes hypothèses que nous avons avancées. Conscients 
que ces molécules hydrophiles modèles sont loin d’avoir les caractéristiques physico-chimiques 
des siRNA, nous avons cependant préféré étudier les méthodes d’encapsulation et de 
quantification en utilisant directement les siRNA qui sont les molécules d’intérêt. 
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4.6 Encapsulation des siRNA par les différents systèmes copolymères 
Les siRNA sont des molécules relativement volumineuses. Selon le nombre de paires de 
bases (entre 21 et 23), elles ont une masse molaire comprise entre 13 000 et 15 000 g/mol. Une 
molécule de siRNA peut être représentée par un cylindre de 7 nm de long pour 2 nm de 
diamètre. Pour étudier l’encapsulation des siRNA par les différents copolymères, nous avons 
utilisé le protocole d’encapsulation par nanoprécipitation utilisé précédemment avec les 
molécules modèles. 
Par rapport aux autres molécules testées jusqu’à présent la première difficulté a été de 
miniaturiser le procédé afin de ne pas engager de quantités trop importantes de molécules de 
siRNA qui sont particulièrement onéreuses. Un travail expérimental important a donc été mené 
pour reproduire le procédé de nanoprécipitation à l’échelle de la centaine de microlitres (voir 
résultats en annexe). La Figure 72 montre le procédé final retenu pour les expériences 
d’encapsulation de siRNA, mais aussi la procédure de contrôle qui permet de vérifier si les siRNA 
n’ont pas été adsorbés à la surface des vésicules. La procédure se fait à 60°C pour le copolymère 
HA-b-PBLG et à 25°C pour les autres systèmes. Les copolymères sont solubilisés à 10 mg.mL-1. 
Les différents composés sont ajoutés à la micropipette ce qui signifie que l’on est dans la 
situation correspondant à un débit d’ajout très élevé. Plusieurs expériences ont permis de 
conclure sur la reproductibilité du procédé même en changeant d’opérateur. Dans le cas de la 
procédure d’encapsulation, la solution de siRNA est ajoutée en premier, alors que dans le 
procédé d’adsorption elle est ajoutée en dernier. 
 
Figure 72- Procédé miniaturisé d’encapsulation des siRNA par nanoprécipitation 
La deuxième difficulté a été d’adapter les méthodes de quantification décrites 
précédemment. Il est apparu rapidement que la méthode de quantification indirecte n’était pas 
applicable en raison des très faibles volumes manipulés et des incertitudes associées même en 
travaillant avec une balance de précision. Par ailleurs, la méthode de quantification directe à 260 
nm est impossible car l’absorbance des vésicules de copolymère est évidemment très 
importante à cette longueur d’onde. Dans ces conditions, soustraire un signal aussi fort à celui 
des siRNA conduirait à une incertitude trop importante. Dès lors, nous nous sommes orientés 
vers deux techniques de détection très sensibles, la fluorescence en utilisant des siRNA marqués 
à la cyanine 5 et la radioactivité avec des siRNA marqués avec de l’ATP-γ32P. 
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4.6.1 siRNA-cyanine 5   
Le marquage à la cyanine 5 (Cy5) permet de détecter les siRNA en utilisant la spectroscopie 
de fluorescence. Les longueurs d’onde respectives d’excitation et d’émission de ce fluorophore 
sont 650 et 670 nm. Les premiers essais effectués en fluorescence ont cependant mis en 
évidence que la cyanine 5 n’était pas adaptée pour le dosage de molécules encapsulées dans des 
particules de dimensions colloïdales. En effet, nous avons observé que le signal d’intensité de 
lumière diffusée par les particules s’ajoutait à celui émis en fluorescence. La raison est que les 
particules diffusent la lumière de façon élastique (diffusion de Rayleigh) ce qui signifie que la 
longueur d’onde diffusée est égale à la longueur d’onde incidente. Malgré différents 
ajustements au niveau des réglages des longueurs d’onde d’excitation et d’émission, nous 
n’avons pas pu trouver une fenêtre de travail satisfaisante, la principale cause étant que le 
déplacement de Stokes de la cyanine 5 est faible (20 nm) et que le signal d’intensité diffusé ne 
peut donc pas être éliminé. Nous avons alors essayé de travailler en utilisant les propriétés 
d’absorbance de la cyanine 5 à 650 nm. Cependant, les faibles volumes manipulés lors des 
étapes de centrifugation/lavage ou de dialyse ainsi que les quantités de siRNA encapsulées 
relativement modestes n’ont pas permis de garantir une reproductibilité optimale de la 
méthode. 
4.6.2 siRNA*P32 
Le marquage radioactif des siRNA offre des possibilités de détection et de quantification 
performantes. La procédure utilisée de marquage des siRNA est donnée en annexe. Dans le cas 
de la méthode de quantification après centrifugation (Figure 73), la radioactivité des 
surnageants et du culot sont mesurés grâce à un compteur à scintillation. L’efficacité 
d’encapsulation (EE) est donnée par le rapport de R2 C sur R0. En effet, la masse de siRNA*P32 
encapsulée dans les vésicules est obtenue à partir de la mesure de radioactivité du culot R2 C et 
la masse totale des siRNA est donnée par la radioactivité initiale (R0). 
 
Figure 73- Evaluation du procédé d’encapsulation des siRNA*P32 après nanoprécipitation  
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Le Tableau 18 donne les mesures de radioactivité des différents culots et surnageants. 
L’efficacité d’encapsulation est obtenue à partir du le rapport (R2 C/R0). 
 
Tableau 18- Calcul de l’efficacité d’encapsulation des siRNA*P32 par les différents copolymères, 
initialement solubilisés à 10 mg.mL-1 dans le DMSO, la concentration en siRNA de la solution 
utilisée pour la nanoprécipitation est de 1,2 g.L-1 
 Les valeurs d’efficacité d’encapsulation des siRNA*P32 varient de 0,20 à 0,50 %. Ces résultats 
faibles ont été confirmés par une autre méthode de quantification mettant en œuvre la 
migration sur gel. Cette méthode a aussi été utilisée pour comparer la fraction encapsulée et 
adsorbée de siRNA dans les particules. La procédure d’adsorption suivie est décrite sur le figure 
74  Après encapsulation ou adsorption des molécules de siRNA. Un échantillon de la solution est 
chargé sur un gel de polyacrylamide à 8%, puis un champ électrique est appliqué pour faire 
migrer les siRNA*P32 libres dans le gel. Les siRNA encapsulés dans les vésicules de HA-b-PBLG 
sont retenus dans les puits du gel de polyacrylamide (Figure 75).   
 
Figure 74- Evaluation sur un gel de polyacrylamide 8%, de l’encapsulation (E) et de l’adsorption 
(A) des siRNA*P32 par les polymersomes HA-b-PBLG en présence (+) ou en absence (-) de CaCl2 
ou de NaCl lors de la nanoprécipitation  
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Le gel est ensuite séché et révélé sur un film kodak. La Figure 74 montre dans la colonne 1 
qu’il n’y a pas de radioactivité au niveau des puits que ce soit par le procédé d’encapsulation ou 
d’adsorption. Si l’absence d’adsorption est en soit un résultat positif, il n’en est évidemment pas 
de même pour l’encapsulation. Cela confirme en tout cas que l’encapsulation des siRNA dans les 
polymersomes n’est pas viable si l’on part d’une concentration initiale trop faible en siRNA 
comme ici, c'est-à-dire 1,2 g/L. On pourrait bien sûr utiliser des concentrations plus importantes 
mais comme les pertes seraient importantes aussi, un tel procédé ne serait pas particulièrement 
satisfaisant. Afin d’augmenter d’une certaine manière l’affinité entre les polymersomes et les 
molécules de siRNA, nous avons répété les expériences en présence de sel afin d’écranter les 
interactions électrostatiques, ce qui a priori peut avoir deux effets positifs lors de 
l’encapsulation. En premier lieu, ajouter du sel diminue le caractère polyélectrolyte des 
molécules de siRNA qui dès lors sont moins rigides en raison de la diminution de leur volume 
exclu électrostatique. Deuxièmement, comme le hyaluronane est un bloc aussi chargé, l’ajout de 
sel permettrait de diminuer les forces de répulsions électrostatiques entre les siRNA et le 
hyaluronane ce qui pourrait contribuer à augmenter le rapprochement de ces molécules au 
moment de la formation des vésicules. Les expériences ont été alors reproduites en présence de 
200 mM de NaCl ou de CaCl2 (colonnes 2 et 3). On constate que l’ajout de NaCl permet 
effectivement d’améliorer l’encapsulation, mais qu’elle reste encore à un niveau faible. En 
présence de calcium, la bande du puit correspondant à l’expérience d’encapsulation est assez 
marquée. Cependant, ce gain par rapport à l’expérience avec NaCl est certainement dû à de 
l’adsorption des siRNA sur les polymersomes comme en témoigne la présence d’une bande dans 
le puit correspondant à l’expérience d’adsorption. 
4.7 Autres méthodes d’encapsulation 
Face aux nombreuses difficultés rencontrées pour encapsuler les siRNA dans les 
polymersomes en utilisant la nanoprécipitation « classique », nous avons testé d’autres 
méthodes, en particulier celles qui sont utilisées pour encapsuler de l’ADN dans les liposomes.[1-
4] La première méthode testée a consisté à faire des cycles de congélation (dans l’azote liquide) 
et de décongélation (bain marie 40°C) des suspensions de vésicules en présence des siRNA. Une 
deuxième méthode a été de former les vésicules en présence des siRNA puis d’effectuer des 
cycles d’extrusion de la solution à travers une membrane possédant des pores de taille définie. 
Le protocole consiste à extruder successivement les polymersomes à travers des membranes 
avec des tailles de pores décroissants (1µm, 400 nm et 200 nm). Une troisième méthode utilise 
des ultrasons pour déstabiliser les vésicules et permettre une augmentation de l’encapsulation 
de molécules hydrophiles dans la cavité interne des particules. Nous avons également essayé la 
méthode de réhydratation d’un film de copolymère avec une solution de tampon contenant les 
siRNA. Aucune des méthodes essayées n’a montré une efficacité d’encapsulation supérieure au 
procédé d’encapsulation par nanoprécipitation. Parfois les résultats sont même moins bons, par 
exemple dans le cas de l’extrusion, les particules finissent par boucher les pores de la membrane 
rendant l’extrusion impossible. Ceci montre que les vésicules polymères, et en particulier, celles 
à base de PBLG ont une membrane très peu fluide et déformable contrairement aux membranes 
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lipidiques. La réhydratation d’un film de copolymère par une solution tampon contenant les 
siRNA n’a pas permis non plus d’obtenir une suspension stable de vésicules.  
La dernière méthode que nous avons testée dans ce chapitre a consisté à précomplexer les 
siRNA avec du calcium dans un milieu hydroalcoolique qui favorise les interactions 
électrostatiques, puis à ajouter cette suspension de complexes au copolymères, dans le DMSO, 
avec l’espoir que les blocs hyaluronane aient une interaction spécifique avec ces siRNA ainsi 
« cationisés ». Les expériences ont été menées avec le HA-b-PDLLA qui est capable de s’auto-
assembler même dans un milieu contenant une fraction non négligeable en alcool. Toute la 
difficulté de cette méthode est d’introduire la bonne quantité d’ions calcium dans le milieu pour 
condenser les siRNA sans faire précipiter les vésicules, dont la tolérance à une augmentation de 
la force ionique du milieu n’est pas si élevée. L’auto-assemblage du copolymère en vésicules est 
réalisée en mélangeant le DMSO contenant le copolymère avec les siRNA dispersés dans un 
mélange eau/éthanol/Ca2+. Le sens d’ajout (solution de copolymère dans la solution siRNA ou le 
contraire), la méthode d’ajout (ajouts séquentiels ou ajouts uniques) ainsi que les proportions 
des différents constituants ont été étudiés. Les taux d’encapsulation sont évalués à partir de la 
densité optique à 650 nm en utilisant des siRNA marqués à la cyanine 5. Dans la plupart des 
conditions testées, les particules de copolymère se forment avec des tailles comparables à celles 
obtenues en nanoprécipitation ‘classique’. Un certain nombre de conditions de mélange, qui 
permettent a priori d’encapsuler de très fortes quantités de siRNA, ont été trouvées (Figure 75). 
Ainsi, à l’issue de l’expérience 1, on récupère après centrifugation un culot de couleur bleue 
(couleur de la cyanine 5) qui se redisperse très bien alors que dans l’expérience 2 menée dans les 
mêmes conditions mais sans copolymère, il n’y a pas de culot après centrifugation. Ainsi, les 
conditions choisies permettent de former des particules tout en évitant de précipiter les siRNA 
dans la solution ce qui en soit est déjà un résultat positif. Le culot bleu obtenu dans l’expérience 
1 suggérerait donc une encapsulation réussie. Cependant, il est apparu après de nombreuses 
vérifications que les siRNA seraient en fait majoritairement adsorbées à la surface des particules 
ou du moins que les molécules de copolymère et de siRNA développaient peu d’interactions au 
sein de ces agrégats. En effet, en répétant les cycles de lavage par centrifugation, on récupère 
toujours un culot de particules mais celui-ci est de moins en moins coloré. Au bout du 4ème cycle, 
les mesures de densité optique montrent que les particules ne contiennent plus de siRNA-CY5. 
 
Figure 75- Expérience d’encapsulation des siRNA-CY5 dans les particules de copolymère HA-b-
PDLLA en présence de calcium dans un milieu hydro-alcoolique 
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4.8 Conclusion 
Les essais d’encapsulation « passive » avec les différents copolymères ont mis en évidence 
que l’encapsulation de molécules hydrophiles est possible si la concentration initiale de celles-ci 
est relativement élevée (~ 10 g/L). Paradoxalement, les résultats obtenus avec les particules 
ayant une morphologie vésiculaire et cœur-écorce donnent des taux d’encapsulation du même 
ordre de grandeur. De ce point de vue, les polymersomes ne seraient donc pas beaucoup plus 
avantageux. Les essais d’encapsulation menés avec les siRNA ont été décevants car les quantités 
encapsulées sont faibles ce qui s’expliquent principalement par les concentrations initiales en 
siRNA qui étaient elles même faibles. Même si une forte concentration en siRNA n’est pas 
requise dans le cytoplasme pour avoir une activité biologique, il faut considérer que tous les 
siRNA encapsulés dans les particules ne seront pas intégralement libérés dans la cellule, en 
particulier si l’on considère des expériences in vivo. Dès lors, il ne peut être qu’avantageux 
d’avoir un système capable d’encapsuler des quantités appréciables de siRNA pour pallier aux 
nombreuses voies de dégradation chimique ou biologique se produisant lorsque les particules 
sont injectées chez l’animal. Les méthodes alternatives testées dans ce chapitre n’ont pas donné 
non plus de résultats significatifs avec nos copolymères. A l’issue de ce travail exploratoire, il 
reste deux alternatives, à savoir poursuivre sur la méthode d’encapsulation passive en 
engageant des concentrations initiales très élevées en siRNA (10 g/L) avec les pertes importantes 
que le procédé engendre ou envisager une méthode d’encapsulation radicalement différente 
telle que la formation de complexes électrostatiques avec les siRNA comme cela est déjà décrit 
dans la littérature. Dans la mesure où nous souhaitions tout de même utiliser les copolymères à 
blocs synthétisés au cours de ce travail, nous avons imaginé un nouveau type de vecteurs de 
siRNA en combinant les interactions électrostatiques et l’auto-assemblage des copolymères à 
blocs.  
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Chapitre 5 : Formulation de nouveaux vecteurs de siRNA associant interactions 
électrostatiques et auto-assemblage de copolymères 
Parmi les différents systèmes existants de vectorisation des siRNA, ceux consistant à 
complexer les siRNA avec des polymères ou des lipides cationiques sont les plus courants et les 
plus étudiés.[1] Avec cette approche, la question du taux d’encapsulation ne se pose plus puisque 
tous les siRNA sont généralement complexés avec les polymères ou lipides de charge opposée. Il 
convient de remarquer que dans le cas des lipides cationiques on parle souvent à tort de 
liposomes cationiques pour désigner les structures lipidiques complexées avec l’ADN. En fait, les 
structures formées ne sont pas réellement des liposomes au sens où elles ne possèdent pas une 
morphologie vésiculaire. Ce sont en fait des agrégats ‘pleins’ où les lipides et l’ADN s’organisent 
en phase lamellaire.[2] 
Afin d’améliorer la stabilité des complexes à base de siRNA  dans les fluides biologiques il a 
été proposé différents approches comme l’adsorption de polymères hydrophiles à la surface des 
complexes[3] ou l’utilisation de copolymères doubles hydrophiles possédant un segment 
cationique complexant les siRNA et un bloc neutre comme le PEG qui assure la stabilité 
colloïdale des assemblages.[4] Toutes ces approches ont en commun d’utiliser l’eau ou un 
tampon comme solvant car les polymères utilisés pour complexer les siRNA et/ou modifier la 
surface des complexes sont eux-mêmes hydrophiles. Dans notre cas, les copolymères 
synthétisés sont de vrais amphiphiles dans le sens où ils s’auto-assemblent spontanément 
lorsqu’on les met en contact avec l’eau. Dans ces conditions, V aucune des approches décrites 
dans la littérature ne peut être mise en œuvre pour modifier la surface des complexes à base de 
siRNA. Nous avons donc développé une nouvelle méthode faisant intervenir la complexation 
électrostatique en solvant non sélectif suivi de l’auto-assemblage des copolymères en milieu 
aqueux. La figure 76 présente la stratégie retenue. 
 
Figure 76-  Conception de nouveaux vecteurs de siRNA en associant des interactions 
électrostatiques en solvant organique avec l’auto-assemblage de copolymères à blocs 
amphiphiles en solution aqueuse .Nous étudierons les propriétés physico-chimiques des 
particules obtenues après chaque étape du processus d’encapsulation des complexes de siRNA 
dans les vésicules de HA-b-PBLG. 
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Dans la première étape, des complexes sont obtenus par interactions électrostatiques entre 
les molécules de siRNA chargées négativement et un polymère cationique. La complexation est 
effectuée avec un excès de polycation afin d’avoir des complexes présentant une charge globale 
de surface positive. Ces complexes sont ensuite mis en contact avec une solution de copolymère 
comme le hyaluronane-b-PBLG dans le DMSO. Tout en espérant que la structure des complexes 
ne soit pas altérée dans le DMSO, les blocs de hyaluronane chargés négativement devraient 
pouvoir complexer les segments de polymères cationiques libres à la surface des complexes, les 
blocs de PBLG assurant alors une stabilisation stérique des assemblages puisque le DMSO est un 
bon solvant du PBLG. Ensuite, l’ajout d’eau ou de tampon devrait déclencher l’auto-assemblage 
des molécules de copolymères libres (non complexées) pour former une membrane de type 
bicouche autour des complexes et conférer ainsi à ces derniers des propriétés stabilisantes. 
L’idée, en quelque sorte, consiste à mimer la structure des virus où un cœur d’ADN ou d’ARN est 
protégé du milieu extérieur par une capside de glycoprotéines ; la capside étant ici un 
copolymère à bloc amphiphile du type polysaccharide-b-polypeptide. Cette nouvelle approche 
présente de nombreuses difficultés, la principale étant la stabilité colloïdale des assemblages 
macromoléculaires au cours d’un procédé multi-étapes en présence de solvant organique et 
aqueux.  
5.1 Complexation des siRNA : choix du polycation 
La première étape du procédé nécessite de trouver un polyélectrolyte chargé positivement 
capable de condenser efficacement les molécules de siRNA pour former des structures 
colloïdales chargées positivement, stables, de faible taille (< 200 nm) et également peu 
polydisperses en taille (PDI < 0.2). La formation des complexes entre polyélectrolytes de charge 
opposée est due aux interactions électrostatiques attractives qui favorisent une diminution de 
l’énergie libre électrostatique du système et aussi à la libération des contre-ions initialement 
condensés sur les charges des polyélectrolytes, ce qui apporte un gain d’entropie au système. La 
prépondérance des forces enthalpiques ou entropiques sur le mécanisme de complexation 
dépend de la densité de charge des polyélectrolytes et de la force ionique du milieu. Dans le cas 
de polyélectrolytes fortement chargés (polyélectrolytes forts), la condensation des contre-ions 
est importante et le gain entropique lié à la libération de ces contre-ions est la force motrice du 
processus et inversement pour des polyélectrolytes faibles où les forces enthalpiques dominent. 
Lorsque la force ionique du milieu augmente, le gain entropique est diminué par un effet de 
dilution des contre-ions libérés dans le milieu lors de la complexation. Dans ce cas, les forces 
enthalpiques gouvernent le processus à condition que l’écrantage des charges estimé à partir de 
longueur de Debye Hückel autorise la complexation.[5] Plusieurs candidats ont été retenus pour 
former des complexes avec les siRNA (Tableau 19): le chitosane, un polysaccharide cationique 
parfaitement biocompatible, la protamine sulfate, une petite protéine cationique comportant 
une vingtaine de résidus arginine, le poly(méthacrylate de 2-diméthylaminoéthyle), un polymère 
cationique obtenu par polymérisation en chaîne et qui est couramment utilisé pour élaborer des 
systèmes de délivrance de gènes, la poly(L-lysine) et enfin le polyéthylène imine qui est 
certainement le polymère le plus utilisé pour complexer l’ADN et qui a été à l’origine du concept 
« d’éponge à protons » introduit dans les années 90 par l’équipe de Jean Paul Behr.[6] 
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Tableau 19- Polycations testés pour former des complexes électrostatiques avec les siRNA 
La formation des complexes polyélectrolytes à l’échelle colloïdale dépend de nombreux 
paramètres tels que la densité de charge, la force ionique du milieu et la concentration en 
polymère. En particulier, il faut être en solution relativement diluée pour éviter une séparation 
de phase macroscopique conduisant à un coacervat insoluble. La figure 77 représente le 
mécanisme probable de formation de colloïdes à partir de polyélectrolytes de charge opposée. 
Lorsque des segments de chaînes se complexent mutuellement, il y a création de domaines 
hydrophobes qui vont s’associer pour former le cœur des colloïdes, ces derniers étant alors 
stabilisés en surface par les charges du polyélectrolyte introduit en excès. Le rapport molaire de 
charges n+/n- où n+ et n- désignent respectivement le nombre de charges positives et négatives 
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portées par les polyélectrolytes est le paramètre le plus important à contrôler lorsque l’on 
étudie la formation des complexes. En général, on se place à n+/n- > 2 pour former des particules 
positives et à n+/n- < 0.8 pour former des particules négatives. Dans le domaine intermédiaire, 
les particules ont tendance à floculer car on est proche du point isoélectrique. Bien sûr les 
limites exactes dépendent des polyélectrolytes utilisés et des conditions de complexation. Dans 
notre cas, c’est bien évidemment l’élaboration de particules positives qui est visée. 
 
Figure 77- Formation de complexes polyélectrolytes à l’échelle colloïdale. 
La complexation des polycations avec les molécules de siRNA a été étudiée dans un tampon 
HEPES 100 mM ajusté à pH 7,2. Trois concentrations en polycation et en siRNA ont été testées, 
1, 0.1 et 0.01 g.L-1 ainsi que trois rapports de charge (n+/n-), 10, 5 et 2. Les complexes ont été 
analysés par diffusion dynamique de la lumière afin de déterminer le diamètre hydrodynamique 
et l’indice de polydispersité. La figure 78 présente l’ensemble des résultats de manière 
synthétique. De façon générale les dimensions des complexes diminuent lorsque la 
concentration diminue, ce qui est attendu par rapport au mécanisme décrit précédemment de 
séparation de phase induite par la complexation. A l’issue de ces expériences, il est apparu que 
deux polycations étaient particulièrement intéressants dans les conditions de l’étude, le 
chitosane et le PEI qui, tous deux,  forment des complexes de faible dimensions à 0,1 g/L. Entre 
les deux, le PEI a finalement été retenu en raison d’une meilleure polydispersité et stabilité dans 
le temps des complexes formés avec les siRNA. 
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Figure 78- Taille des complexes polycation/siRNA en fonction de la concentration en polymère 
et du rapport de charge (n+/n- = 10 / 5 / 2). Les polydispersités, non représentées, sont 
comprises entre 0,1 et 0,4. 
5.2 Complexes PEI/siRNA 
De tous les polycations étudiés, le PEI semble être particulièrement intéressant pour former 
des complexes de petites tailles et bien définis avec les molécules de siRNA. C’est donc ce 
polycation qui a été choisi pour élaborer le cœur électrostatique des structures voulues. Afin de 
se placer dans les meilleures conditions, une étude assez détaillée a été menée sur la formation 
de ces complexes en variant les conditions de complexation et plus précisément nous avons 
évalué l’effet du rapport N:P, du pH et de la force ionique sur les propriétés colloïdales des 
complexes. La stabilité dans le temps de ces derniers a également été étudiée. 
5.2.1 Influence du rapport N:P 
Le rapport N:P qui sera utilisé dans la suite définit le rapport entre le nombre de moles de 
fonctions amine portées par le polycation sur le nombre de moles de fonctions phosphate 
portées par les chaînes d’ARN. La différence entre les rapports n+/n- et N:P est que ce dernier ne 
tient pas compte du nombre réel de fonctions amine protonées, ce nombre dépendant du pH. 
Cependant, le rapport N:P est largement utilisé dans la littérature et fait donc figure de 
référence. Le tableau 20 présente les taux de protonation du PEI en fonction du pH. Ainsi, à pH 
7, seul un tiers des fonctions amines est protoné ce qui signifie que dans ces conditions on aura 
la relation n+/n- = (N:P)/3 
[7],[8],[9],[10, 11],[12],[13],[14],[15, 16],[17-19],[20, 21],[22] 
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  pH 6 pH 7 pH 8 pH 9 
pKA 5.95 6.69 7.43 8.17 
Fraction de N
+
 (%) 47 33 21 13 
Tableau 20. pKa et fraction de groupements amine protonés du PEI en fonction du pH [23] 
Les complexes ont été préparés en mélangeant 25 µL de solution de PEI avec 25 µL de 
solution de siRNA en utilisant différents tampons comme solvant mais préférentiellement un 
tampon HEPES à 10 mM comme nous le verrons ci-après.  Les concentrations ont été choisies de 
telle sorte que la concentration finale en siRNA soit de 30 µM dans la formulation, cette 
concentration est établie par rapport à la quantité de siRNA devant être engagée pour réaliser 
les essais sur cellules. Les volumes à utiliser pour préparer les complexes sont calculés à partir du 
rapport N:P souhaité en utilisant la formule suivante : 
     
    
    
     
      
      
           
 
avec CPEI, concentration massique en PEI, MPEI, masse d’un motif de répétition du PEI (43 g/mol 
pour un PEI branché), VPEI, volume de solution de PEI, CsiRNA, concentration massique en siRNA, 
MsiRNA : masse molaire des siRNA, VsiRNA, volume de la solution de siRNA, npb, nombre de paire 
de bases 
Un exemple de préparation d’une formulation de complexes d’un volume total de 50 µL est 
donné ci-dessous. Le rapport N:P est fixé à 4, la masse molaire des siRNA est de 14588 g/mol et 
le nombre de bases est de 46 par molécule de siRNA.  
 
 
Les complexes sont préparés en ajoutant rapidement la solution de siRNA à celle de PEI, ce 
sens d’addition ayant été choisi pour que l’on soit toujours en excès de PEI (dans le cas où le 
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rapport N:P est supérieur à 1) et qu’ainsi l’on n’atteigne pas le point isoélectrique du système au 
cours du mélange, ce qui pourrait favoriser une agrégation non désirée. Cette sensibilité aux 
conditions de mélange a pu être vérifiée, et en particulier il a été observé qu’un ajout trop lent 
pouvait conduire à une agrégation irréversible. En effet, les complexes ne sont pas des 
structures à l’équilibre thermodynamique mais plutôt des structures figées dans un état 
métastable, sensible à la cinétique de mélange. Dans ces conditions, outre la nécessité d’avoir 
des solutions de polyélectrolyte relativement diluées (< 1 g/L), il convient que les composants 
soient très rapidement mélangés pour induire une complexation à l’état colloïdal et éviter ainsi 
une séparation de phase macroscopique. Les colloïdes sont alors stabilisés grâce aux répulsions 
électrostatiques dues aux charges du composé introduit en excès, ici le PEI, lorsque l’on forme 
des particules chargées positivement c'est-à-dire pour N:P > 1. La reproductibilité du procédé a 
pu être vérifiée en analysant par diffusion de la lumière la taille hydrodynamique des complexes 
obtenus. En général, et quel que soit l’opérateur, on obtient une précision de +/- 20 nm au 
niveau du diamètre hydrodynamique, ce qui est tout à fait acceptable compte tenu des 
conditions de mélange en terme de vitesse d’ajout et de volume engagé. 
Les premiers essais ont été réalisés dans un tampon HEPES à 10 mM ajusté à pH 7,2. Les 
complexes formés ont été analysés en diffusion dynamique de la lumière et le potentiel zêta a 
été déterminé par microélectrophorèse en utilisant la vélocimétrie laser Doppler associée à la 
technologie PALS (phase analysis light scattering) implémentée sur les appareils Zetasizer 
(Malvern). Cette technique consiste à déterminer la mobilité électrophorétique des particules 
placées dans un champ électrique en mesurant la différence de phase entre le rayonnement 
incident et le rayonnement diffusé. La sensibilité de la mesure est supérieure à celle que l’on 
obtiendrait en mesurant le décalage en fréquences. Les résultats présentés sur la figure 79 
montrent les caractéristiques colloïdales des complexes préparés à différents N:P en termes de 
taille, de polydispersité, de potentiel zêta et d’intensité diffuée.  
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Figure 79- Caractéristiques des complexes PEI/siRNA dans le tampon HEPES (10 mM ; pH 7,2) 
La formation des complexes dépend grandement du rapport N:P comme cela est attendu. 
Pour des valeurs de N:P inférieures à 3 les complexes sont chargés négativement et pour des 
valeurs supérieures à 2 ils sont chargés positivement. Le point isoélectrique (N:P ~ 2.5) 
correspond ici à un rapport de charge proche de 1, n+/n- = 0,75, obtenu en considérant que 30% 
des fonctions amines du PEI sont chargées à pH 7.2. La taille des complexes est comprise entre 
100 et 200 nm avec une polydispersité plutôt élevée, entre 0,2 et 0,4. Cette forte polydispersité 
est a priori en accord avec le mécanisme de formation des complexes polyélectrolytes qui, 
contrairement à des agrégats micellaires, ne sont pas caractérisés par un nombre fini 
d’agrégation. En effet, les complexes sont des structures hors équilibre dont les caractéristiques 
colloïdales dépendent grandement du procédé de formation, et en particulier de la vitesse de 
mélange et des concentrations initiales en polymère. Ainsi, les complexes répondent au modèle 
d’association dit « ouvert » alors que les micelles de molécules amphiphiles, par exemple, se 
forment selon un modèle d’association dit « fermé » qui ne dépend pas de la concentration en 
unimères, dès lors que l’on est au-delà de la concentration micellaire critique. Nous verrons plus 
tard qu’il est néanmoins possible de diminuer fortement la polydispersité en jouant sur les 
conditions du milieu de complexation. 
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 Après une journée, on observe une diminution de la taille des complexes et de l’intensité 
diffusée à partir de N:P = 7. Par ailleurs on observe aussi une augmentation importante de la 
polydispersité alors que la charge de surface évolue peu. Cela signifie que les complexes sont 
effectivement des structures hors-équilibre capables de subir de nombreux réarrangements 
structuraux à l’issue de leur formation. En particulier, il est probable que les chaînes se 
réorganisent lentement en formant de nouvelles liaisons pour diminuer l’énergie électrostatique  
du système. Ce meilleur appariement entre chaînes de charge opposée se traduit par une 
diminution de la taille des complexes et donc de l’intensité diffusée. A N:P = 15, les complexes 
formés sont très petits, ce qui est en accord avec l’existence de complexes à l’échelle 
moléculaire mettant en jeu un faible nombre de chaînes de charge opposée. Ceci est 
évidemment lié au large excès de PEI introduit dans le milieu. Nous retiendrons aussi pour la 
suite de ce travail que les complexes formés à N:P = 4 sont a priori les plus intéressants car 
justement ils semblent évoluer peu sur l’échelle d’une journée, ce qui signifierait qu’ils 
atteignent assez rapidement un état de pseudo-équilibre. Après une semaine, les tailles de ces 
complexes sont quasiment inchangées mais on observe tout de même une diminution de 
l’intensité diffusée d’environ 20% qui met en évidence l’existence de modifications structurales 
affectant les propriétés optiques des complexes. De simples expériences de dilution au 1/10 ou 
au 1/100 de ces complexes avec du tampon ont aussi mis en évidence que leur structure était 
robuste puisque l’on observe dans ces conditions les mêmes tailles et polydispersités après une 
journée. 
5.2.2 Influence du pH 
Le PEI est un polyélectrolyte faible dont le pKA apparent varie entre 6 et 8 selon le degré 
d’ionisation (Tableau 20). En diminuant le pH du milieu, on contribue donc à augmenter 
fortement la densité de charge du PEI alors que la densité de charge des siRNA est peu sensible 
au pH puisque le pKA d’une fonction phosphate est de l’ordre de 2. Afin de tester l’influence 
d’une augmentation de la densité de charge du PEI sur les propriétés des complexes, nous avons 
réalisé les mêmes expériences que précédemment en se plaçant à un pH beaucoup plus acide. 
Les solutions de PEI et de siRNA ont été alors préparées dans un tampon acétate à 10 mM et le 
pH ajusté à 4,8. Les résultats sont présentés sur la figure 80. On observe que le point 
isoélectrique est déplacé vers des valeurs plus faibles N:P ~ 1,5-2, comme cela est attendu quand 
on diminue le pH. Globalement, la taille, la polydispersité, l’intensité diffusée et le potentiel zêta 
ont des valeurs proches de celles trouvées à pH 7,2. En revanche, on observe une stabilité 
beaucoup plus importante de la structure des complexes, puisque la taille et l’intensité diffusée, 
par exemple, varient beaucoup moins en l’espace d’une journée par rapport aux expériences 
menées à pH 7,2. Cela s’explique certainement par une cohésion plus importante au sein des 
complexes en raison d’un plus grand nombre de liens électrostatiques établis entre les chaînes 
de PEI et de siRNA. Ainsi, les réarrangements à l’échelle moléculaire sont moins importants et les 
complexes formés sont plus proches de leur état final.  
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Figure 80- Caractéristiques des complexes PEI/siRNA dans le tampon acétate (10mM ; pH 4,8) 
Par rapport à nos exigences en termes de taille (DH < 200 nm) et d’indice de polydispersité 
(PDI  < 0.2) les formulations préparées à pH 7,2 et pH 4,8 ne satisfont pas nos critères. Nous 
avons étudié alors les propriétés des complexes à un pH plus élevé, en se plaçant précisément à 
pH = 7,6 en utilisant à nouveau un tampon HEPES 10 mM. La différence de pH paraît faible par 
rapport à pH 7,2 et pourtant des différences significatives ont été obtenues (Figure 81). En 
premier lieu, le point isoélectrique est décalé vers des valeurs plus élevées de N:P  ~ 2-3, comme 
cela était attendu. Mais le plus intéressant est que les diamètres et surtout les indices de 
polydispersité sont bien plus faibles que ceux obtenus à pH 4,8 ou pH 7,2. La variation de ces 
deux paramètres met en évidence que les complexes formés à pH 7.6 sont plus compacts et 
possèdent une structure aussi mieux définie. Cela peut se comprendre si l’on considère qu’une 
diminution de la densité de charge du PEI affaiblit les interactions de celui-ci avec les molécules 
de siRNA. Ainsi, l’efficacité de la complexation est en quelque sorte diminuée ce qui favorise un 
meilleur appariement des charges opposées. L’augmentation de l’intensité diffusée montre aussi 
que la structure des particules a probablement évolué vers une structure moins ‘gel’ et 
davantage ‘particule’ ce qui est en accord avec un meilleur pouvoir diffusant des particules. La 
stabilité dans le temps des complexes formés à différents rapports N:P n’a pas été 
systématiquement évaluée mais par rapport au système que nous avons retenu (N:P = 4), celui-
ci évolue très peu en taille et en polydispersité à l’échelle d’une semaine. Seule une diminution 
de l’intensité diffusée d’environ 20% est observée, signe que des réarrangements structuraux 
ont tout de même lieu au sein de ces complexes. 
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Figure 81- Caractéristiques des complexes PEI/siRNA dans le tampon HEPES (10 mM ; pH 7,6), 
Les mesures ont été effectuées 1 heure après la formation des complexes 
L’intégrité des complexes a également été étudiée avec des expériences de migration sur gel 
d’agarose. La figure 82 met en évidence que les formulations possédant un N:P inférieur à 2 ne 
complexent que partiellement les siRNA. Au-delà de ce rapport, aucune migration de siRNA libre 
n’est observée, ce qui montre que les siRNA sont complexés avec le PEI au sein d’une structure 
colloïdale. 
 
Figure 82- Electrophorèse sur gel d’agarose des complexes PEI/siRNA avec un marquage au 
SYBR green 
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5.2.3 Influence de la force ionique 
La force ionique est connue pour être un paramètre déterminant dans le processus de 
complexation. Une augmentation de la force ionique défavorise en général la formation des 
complexes polyélectrolytes car elle contribue à affaiblir les interactions électrostatiques ainsi 
que le gain entropique associé à la libération des contre-ions. Cependant, une augmentation de 
la concentration en sel peut favoriser les réarrangements intra- et intermoléculaires au sein des 
complexes, ce qui en soit peut être considéré comme avantageux. Dès lors, la modulation de la 
complexation par ajout de sel  est souvent étudiée en détail. Jusqu’à présent, nous avons réalisé 
les complexations avec une force ionique faible, de l’ordre de 10 mM, qui correspond à la 
concentration des tampons utilisés. Aussi, nous avons préférentiellement choisi d’étudier l’effet 
d’une augmentation de la force ionique sur les propriétés des complexes. La complexation des 
siRNA avec le PEI a donc été réalisée dans un tampon HEPES à 10 mM et à pH 7,2 en ajoutant 0,1 
M de NaCl au milieu.  
N:P DH (nm) PDI 
1 > 2000 0,70 
2 970 0,19 
3 1600 0,09 
4 1330 0,10 
5 1330 0,10 
6 990 0,06 
7 715 0,13 
8 534 0,08 
10 267 0,10 
15 13 0,22 
Tableau 21- Caractéristiques des complexes PEI/siRNA dans le tampon HEPES (10 mM, pH 7.2) 
en présence de 0,1 M de NaCl 
Les résultats dans le tableau 21 mettent en évidence qu’une augmentation de la force 
ionique donne lieu à la formation de complexes très agrégés même si paradoxalement les 
indices de polydispersité sont plutôt faibles. L’explication la plus probable ne se situe pas tant au 
niveau du processus de complexation qu’à celui de la stabilité colloïdale des complexes formés. 
En effet, à 0,1 M en NaCl il est difficile d’imaginer que l’effet d’écrantage des charges empêche la 
complexation. En revanche, il est beaucoup plus probable qu’une telle force ionique soit 
suffisante pour affaiblir les forces électrostatiques à la surface des complexes à un niveau ne 
permettant plus d’avoir une stabilisation suffisante pour pouvoir s’opposer aux interactions de 
van der Waals et dès lors le système tend à floculer. 
 A l’issue de cette étude, nous avons choisi de préparer les complexes PEI/siRNA en 
travaillant dans un tampon HEPES 10 mM à pH 7.6 sans sel ajouté. Le rapport N:P 4 a également 
été sélectionné par rapport aux propriétés des complexes qui dans ces conditions sont 
relativement petits (DH ~ 150 nm), moyennement polydisperses (PDI ~ 0.15 – 0.2) ce qui est tout 
à fait acceptable pour ce type de structures, chargés positivement ( ~ + 40 mV) et enfin qui 
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présentent une bonne stabilité colloïdale dans le temps. Ces complexes ont été étudiés en AFM 
(figure 83) après les avoir adsorbés sur du mica, préalablement traité avec une solution de PEI 
afin d’inverser la charge négative de surface. Suite à de nombreux essais, il est apparu en effet 
que c’était la meilleure méthode pour éviter un aplatissement trop important des complexes à la 
surface du mica qui conduisait à la formation d’une sous couche polymère, elle-même nuisible à 
l’observation des structures individuelles. Les images mettent en évidence la morphologie 
attendue pour des complexes polyélectrolytes, à savoir une structure où l’on a un cœur 
hydrophobe qui résulte de la ségrégation des segments complexés de polyélectrolyte et une 
couronne hydrophile qui correspond aux segments de chaînes de PEI en excès,V qui n’ont pas 
été complexées, Vet qui apportent au système la stabilisation colloïdale. 
 
Figure 313- Analyse AFM des complexes PEI/siRNA préparés à pH 7.6 et adsorbés sur du mica 
traité préalablement avec une solution de PEI 
5.3 Interactions des complexes PEI/siRNA avec le hyaluronane dans le DMSO 
Suivant la stratégie que nous avons imaginée pour élaborer des vecteurs associant un cœur 
électrostatique et une (bi)couche de copolymère HA-b-PBLG, il est d’intérêt de s’interroger en 
premier lieu si les complexes PEI/siRNA peuvent interagir dans le DMSO avec le bloc 
hyaluronane qui est chargé négativement.  
La complexation électrostatique de polymères chargés en solvant organique est un domaine 
peu étudié car le solvant naturel des polyélectrolytes est bien évidemment l’eau. Deux 
principaux effets relatifs au DMSO sont a priori, attendus à savoir un renforcement des 
interactions électrostatiques puisque la constante diélectrique du DMSO est plus faible que celle 
de l’eau, DMSO =  47 et eau = 80,  ainsi qu’un affaiblissement de l’effet hydrophobe lié à la nature 
chimique du solvant. Ce dernier effet est le plus à craindre dans la mesure où il pourrait 
contribuer significativement à une solubilisation partielle des complexes.  
Dans le schéma d’assemblage que nous nous proposons d’étudier la suspension aqueuse de  
complexes est mise en contact avec la solution de copolymère HA-b-PBLG dans le DMSO. 
Comme nous l’avons mentionné précédemment (chapitre 4), les copolymères amphiphiles 
utilisés dans ce travail ont une faible tolérance à l’eau c'est-à-dire qu’ils ont tendance à s’auto-
assembler rapidement même en présence d’une faible quantité d’eau. Afin de déterminer le plus 
précisément possible cette teneur en eau nous avons suivi cette fois-ci la variation d’intensité 
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diffusée, qui est plus sensible que la simple mesure de turbidité, d’une solution de copolymère 
HA-b-PBLG à 1 g/L dans le DMSO lorsque la teneur volumique en eau augmente (figure 84). 
 
Figure 84- Intensité diffusée d’une solution de hyaluronane-b-PBLG dans le DMSO à 1 g/L en 
fonction de la teneur en eau (% volumique) 
Cette expérience met clairement en évidence que la teneur en eau maximale que l’on peut 
avoir dans la solution de DMSO sans induire l’auto-assemblage du copolymère est de 2.5%. C’est 
une valeur très faible qui doit mettre en regard avec le caractère très hydrophobe du bloc PBLG 
qui précipite très facilement dans l’eau. Ainsi, l’étude de l’interaction des complexes PEI/siRNA 
avec le hyaluronane a été réalisée en ajoutant un volume V1 de solution de hyaluronane, dissout 
dans le DMSO à diverses concentrations, à un volume V2 de suspension de complexes tel que 
V2/(V1+V2) = 0,025. Lors d’une expérience typique, 18 µL de complexes sont introduits dans un 
microtube de 2 mL et ensuite 702 µL de solution de DMSO contenant le hyaluronane sont 
ajoutés, le mélange étant homogénéisé par des cycles rapides d’aspiration/refoulement à la 
micropipette La figure 85 présente les résultats obtenus en diffusion de la lumière ainsi que les 
mesures de potentiel zêta réalisés sur les suspensions ainsi obtenues. Pour la diffusion de la 
lumière, la viscosité ainsi que l’indice de réfraction d’un mélange binaire eau:DMSO (2,5:97,5) 
ont été utilisés pour appliquer l’équation de Stokes Einstein. Dans le cas des mesures de 
potentiel zêta, des essais préliminaires ont été effectués avec des suspensions colloïdales de 
latex afin de vérifier qu’il était possible de d’appliquer cette technique dans un milieu organique. 
Les résultats obtenus sont très proches de ceux obtenus dans l’eau avec des latex de polystyrène 
sulfaté afin de vérifier qu’il était possible d’appliquer cette technique dans un solvant organique. 
Les résultats obtenus sont très proches de ceux obtenus dans l’eau avec les latex sulfatés à 
condition que l’on utilise la valeur corrigée de constante diélectrique correspondant au mélange 
eau:DMSO utilisé. Le seul problème que l’on a rencontré est une prise en masse (gélification) de 
la solution de DMSO dans les cellules de mesures environ 20 minutes après avoir appliqué le 
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champ électrique. Nous n’avons pas d’explication à ce phénomène mais cela ne perturbe en rien 
les premières mesures qui ont donc été retenues. 
 
Figure 85- Interaction entre les complexes PEI/siRNA (DH = 160 nm, PDI = 0,20, Idiffusée = 11200 
Kcps) et le hyaluronane dans un mélange tampon HEPES:DMSO (2,5:97,5) 
Le premier résultat important de cette expérience est que les complexes introduits dans le 
DMSO conservent leur intégrité puisqu’aucune différence significative en termes de taille 
hydrodynamique et de polydispersité n’a été mise en évidence par diffusion dynamique de la 
lumière (voir DH et PDI à Chyaluronane = 0 g/L, figure 10). La forte diminution de l’intensité diffusée 
(Figure 10) est évidemment due à la dilution des complexes même si par comparaison avec une 
dilution effectuée dans un tampon HEPES, l’intensité est un peu plus faible, ce qui peut être 
attribuable aux propriétés optiques différentes des complexes dans le DMSO. Par ailleurs, les 
complexes présentent une charge de surface positive comparable en valeur à celle mesurée 
précédemment dans le tampon HEPES, ce qui confirme que les mesures de mobilité 
électrophorétique peuvent être réalisées dans le DMSO.  Le deuxième résultat d’importance est 
que l’électrostatique fonctionne dans le DMSO puisque l’ajout de hyaluronane permet 
effectivement de complexer les segments libres de PEI à la surface des complexes. Ceci se traduit 
par l’existence d’un point isoélectrique que l’on peut estimer entre 0.005 et 0.01 g/L en unités 
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de concentration de hyaluronane ajoutée. Dans ce domaine de concentration, la surface des 
complexes est électriquement neutre, ce qui provoque la floculation de ces derniers. Ainsi, cette 
expérience montre que les mécanismes de stabilisation électrostatique sont affectés de la même 
manière dans le DMSO que dans l’eau, même s’il est probable que l’on ait une légère différence 
au niveau du point isoélectrique entre ces deux solvants qui n’ont pas du tout la même 
constante diélectrique. L’intégrité des complexes après mélange avec la solution de hyaluronane 
dans le DMSO a aussi été évaluée par électrophorèse sur gel afin de voir, en particulier, si le 
hyaluronane pouvait entrer en compétition avec les siRNA vis-à-vis de la complexation du PEI. La 
figure 86 montre que les siRNA restent complexés avec le PEI quelque soit le pH de la suspension 
des complexes et ceci même pour des concentrations ajoutées importantes en hyaluronane, 
jusqu’à au moins 1 g/L. 
 
Figure 86- Electrophorèse sur gel d’agarose des complexes PEI/siRNA en présence de 
hyaluronane dans le DMSO. Les complexes préparés à trois pH différents ont été mis en 
contact avec des solutions de hyaluronane à 0,1, 0,5 et 1 g/L, la détection est effectuée avec le 
SYBR green 
5.4 Interactions des complexes PEI/siRNA avec le copolymère HA-b-PBLG 
5.4.1 Interactions des complexes dans le DMSO 
Puisque les complexes PEI/siRNA ont montré leur aptitude à former des interactions 
électrostatiques avec les chaînes de hyaluronane dans le DMSO, l’étape suivante est tout 
naturellement d’étudier si les blocs hyaluronane du copolymère hyaluronane-b-PBLG ont cette 
même capacité de complexation dans le DMSO. Ainsi, le même type d’expériences a été répété 
en mélangeant les suspensions de complexes, préparées dans le tampon HEPES 10 mM à pH 7,6, 
avec le copolymère en concentration variable dans le DMSO. Le même rapport volumique 
tampon:DMSO (2,5:97,5) a été utilisé pour préparer les mélanges. L’interaction entre les 
complexes et le copolymère a été suivie par diffusion dynamique de la lumière et par 
microélectrophorèse pour des concentrations croissantes en copolymère (figure 87). 
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Figure 87-  Interaction entre les complexes PEI/siRNA (DH = 140 nm, PDI = 0,21, Idiffusée = 6050 
Kcps) et le copolymère HA-b-PBLG dans un mélange tampon HEPES:DMSO (2,5:97,5) 
Les résultats sont très similaires à ceux obtenus avec le hyaluronane dans les mêmes 
conditions à deux différences près. La première, qui est aussi la plus importante, est que le 
système présente un point isoélectrique sans qu’aucun phénomène d’agrégation ne soit 
décelable par diffusion de la lumière, ce qui est plutôt inédit pour un système chargé. Le système 
est donc stabilisé quelque soit la concentration en copolymère. En fait, il faut considérer que ce 
dernier interagit avec la surface positive des complexes via le bloc hyaluronane, le bloc PBLG 
restant libre et solvaté dans la solution riche en DMSO. Ainsi, c’est grâce aux forces stériques 
apportées par le PBLG que les complexes modifiés par le copolymère restent stables en solution. 
On remarquera d’ailleurs que le potentiel zêta est plus faible en valeur absolue à forte 
concentration en copolymère ( ~ -10 mV) que dans le cas du hyaluronane ( ~ - 28 mV). Dans 
l’absolu, on aurait même pu s’attendre à un potentiel zêta nul mais il est connu que la 
complexation des polyélectrolytes de charge opposée procède rarement par un appariement 
parfait des charges conduisant à la stœchiométrie.[24] De ce fait les charges positives de surface 
des particules de PEI/siRNA sont certainement complexées par un léger excès de blocs 
hyaluronane. La deuxième différence est que le point isoélectrique est obtenu pour une 
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concentration équivalente en hyaluronane plus importante que dans l’expérience précédente 
avec le hyaluronane seul. En effet, si on considère que le bloc hyaluronane représente 50% de la 
masse en copolymère, on s’attendrait à avoir le point isoélectrique vers une concentration en 
copolymère de 0,02 g/L et non 0,15 g/L comme ici. Cela signifie que le pouvoir complexant du 
copolymère par unité de concentration massique n’est pas simplement égale à la moitié de celui 
du hyaluronane. L’encombrement stérique généré par la présence du bloc PBLG doit empêcher 
dans une certaine mesure la complexation du bloc hyaluronane par rapport au même polymère 
seul. Par ailleurs, il n’est pas à exclure que la différence provienne aussi du fait que le 
copolymère contient une certaine fraction d’homo PBLG qui est évidemment inactive vis-à-vis de 
la complexation.  
5.4.2 Auto-assemblage du copolymère en présence des complexes 
La dernière étape vers notre système hybride consiste à auto-assembler en milieu aqueux le 
copolymère autour des complexes. L’idée est donc de partir des complexes dans le DMSO, 
modifiés à leur surface par le copolymère, et d’ajouter une quantité d’eau suffisante pour que le 
copolymère libre en excès dans la solution vienne s’assembler autour des complexes par 
interactions hydrophobes entre les blocs PBLG adsorbés et les blocs PBLG libres. Selon ce 
schéma, on devrait se placer juste après le point isoélectrique afin que la surface des complexes 
soit complètement modifiée par le copolymère et que l’on ait aussi un peu de ce dernier libre en 
solution. Afin de cerner l’ensemble du phénomène, une étude complète a été réalisée en 
étudiant le système pour une large gamme de concentrations en copolymère. La quantité de 
phase aqueuse à ajouter pour auto-assembler complètement les chaînes a été fixée à 80% du 
volume total. D’après la figure 84, cela devrait être largement suffisant pour qu’il n y ait plus de 
copolymère non-assemblé en solution. Si le simple ajout d’un volume d’eau ou de tampon au 
mélange précédent semble être trivial, il n’en a rien été en réalité. En effet, et sans entrer dans 
les détails, l’exothermicité du mélange eau-DMSO est loin d’être négligeable puisque la 
température peut atteindre facilement plus de 40°C dans le milieu lorsqu’on ajoute 80% d’eau. 
Si les complexes sont relativement stables jusqu’à 50°C, V comme cela a été prouvé par des 
mesures de diffusion de lumière, il faut considérer qu’à l’échelle moléculaire l’exothermicité du 
mélange eau-DMSO due à la formation de liaison hydrogène peut avoir des effets considérables 
sur la stabilité des complexes. Ainsi, lors des premiers essais, nous avons systématiquement 
observé une forte agrégation des complexes, initialement dispersés dans le DMSO (sans 
copolymère), lorsqu’on ajoute de l’eau. Puis, suite à de nombreuses expérimentations, il est 
apparu qu’un ajout soit très rapide soit au contraire relativement lent (goutte à goutte) était un 
procédé adapté pour absorber la chaleur de mélange, et que dans ces conditions la structure des 
complexes était complètement préservée dès lors que l’on introduit 80% d’eau. Ainsi, ce 
pourcentage de phase aqueuse est important à plusieurs égards : il permet d’auto-assembler 
complètement le copolymère, il est suffisant pour absorber la chaleur de mélange avec le DMSO 
et enfin il reste modéré par rapport à la dilution du système.  
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Par rapport à ce qui a été décrit précédemment dans le chapitre 3, le débit d’ajout de la 
phase aqueuse n’est pas sans incidence sur les propriétés d’auto-assemblage du copolymère. 
Ainsi, un ajout rapide doit favoriser la formation de structures assemblées relativement petite et 
inversement pour un ajout lent. N’ayant aucune raison particulière de choisir une des deux 
méthodes nous avons décidé de les étudier toutes les deux. Les protocoles alors mis au point 
sont représentés schématiquement sur la figure 88. 
 
Figure 88- Les deux protocoles retenus pour auto-assembler le copolymère autour des 
complexes PEI/siRNA, le volume final de phase aqueuse représente ici 80,5% du volume total 
Afin de connaître les caractéristiques colloïdales des copolymères auto-assemblés, ces deux 
protocoles ont été mis en œuvre en l’absence des complexes PEI/siRNA (un volume équivalent 
de tampon a été introduit en remplacement). Les résultats du tableau 22 confirment les 
conclusions du chapitre 3 sur l’effet du débit d’ajout sur les tailles des objets. On remarquera 
que l’intensité diffusée dans le cas d’un ajout instantané est très faible, proche de la limite de 
détection, ce qui peut expliquer la polydispersité relativement élevée des particules. Des 
analyses AFM effectuées sur ces particules ont confirmé une morphologie préférentiellement de 
type vésicule (voir ci-après). 
 
 
 
débit DH (nm) PDI Idiffusée (Kcps) 
instantané 42 0,28 8 
0,15 mL/min 95 0,16 108 
Tableau 22- Nanoprécipitation du copolymère HA-b-PBLG dissout dans le DMSO à 0,3 g/L par 
ajout de 80% de tampon HEPES 10 mM – pH 7,4 à deux débits différents 
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Figure 89- Assemblage du copolymère autour des complexes PEI/siRNA (DH = 140 nm, PDI = 
0,21, Idiffusée = 6050 Kcps) par ajout de 80% de tampon HEPES (10 mM – pH 7,4) dans le mélange 
tampon HEPES:DMSO (2,5:97,5) 
La figure 89 met en évidence de nombreuses caractéristiques intéressantes sur le processus 
d’auto-assemblage du copolymère en présence des complexes. Quel que soit le débit d’ajout, la 
charge électrique des complexes change de signe lorsque la concentration en copolymère 
augmente. Il existe donc un point isoélectrique comme cela avait été mis en évidence dans le 
DMSO. Par contre, alors que le potentiel zêta se stabilisait autour de -10 mV dans le DMSO, ici 
on mesure des valeurs bien plus basses, de l’ordre de -32 mV, signe que la charge de surface est 
bien plus importante en valeur absolue et ceci quel que soit le débit d’ajout. Cela est un premier 
élément en faveur de l’établissement d’une (bi)couche auto-assemblée de copolymère à la 
surface des complexes. Si l’on observe les tailles hydrodynamiques des structures de part et 
d’autre du point isoélectrique, on constate que le système est complètement agrégé en deçà et 
parfaitement stabilisé au-delà. Cela s’explique en considérant que pour des faibles 
concentrations en copolymère, la couche à la surface des complexes présente des blocs PBLG 
qui, certes, avaient des propriétés stabilisantes dans le DMSO, mais qui dans l’eau ne sont plus 
solvatés, entraînant l’agrégation quasi-macroscopique du système. A partir d’une certaine 
concentration en copolymère, les copolymères adsorbés à la surface des complexes établissent 
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des interactions de type hydrophobe avec les blocs PBLG des copolymères libres en solution. 
Cela permet ainsi la formation, en solution majoritairement aqueuse, d’une (bi)couche qui est 
stabilisée par les blocs de hyaluronane. Il est assez aisé de déterminer à partir des mesures de 
diamètre hydrodynamique ou de potentiel zêta la concentration à partir de laquelle la surface 
des complexes est saturée en copolymères puisqu’il suffit de considérer le début des plateaux 
respectifs (figure 89). De façon intéressante, on peut utiliser aussi la valeur de polydispersité qui 
présente une variation marquée, le PDI diminue de 0,4 à 0,2, lorsque l’on passe de l’état agrégé 
à l’état stable (C copolymère = 0,2 g/L). Par contre, on observe que ce même indice de polydispersité 
augmente fortement dans le domaine dit stable lorsque l’ajout de phase aqueuse a été effectué 
de façon instantanée alors qu’il est constant et plutôt faible dans le cas d’un ajout lent. Ce 
résultat, a priori surprenant, s’explique si l’on étudie les distributions en taille obtenues dans ce 
domaine en appliquant la méthode de Contin pour traiter les corrélogrammes (Figure UU). En 
effet, à partir du moment où l’on a un excès de copolymère dans le milieu celui-ci va s’auto-
assembler de la même façon que s’il était seul en solution. Ainsi, pour un ajout instantané, le 
copolymère forme de petites structures dont la taille est suffisamment différente de celle des 
complexes pour que sa fréquence de relaxation puisse être déterminée individuellement,  
comme cela est démontré sur la figure 90. 
 
Figure 90- Distribution en intensité des tailles hydrodynamiques des complexes PEI/siRNA 
après auto-assemblage, par ajout instantané de la phase aqueuse, du copolymère à différentes 
concentrations. La figure met en évidence la transition brutale d’un état agrégé (0,15 g/L) vers 
un état stable (0,2 g/L) puis vers un état où coexistent les complexes modifiés et le copolymère 
en excès auto-assemblé (0,3 et 0,4 g/L) 
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La coexistence de ces deux populations contribue évidemment à augmenter l’indice de 
polydispersité qui, par définition, n’a de sens que pour une population monomodale (méthode 
des cumulants). On observe d’ailleurs que la taille « globale » des particules diminue lorsque la 
concentration en copolymère augmente, preuve que la contribution des petites structures au 
signal global mesuré en diffusion dynamique devient de plus en plus importante. Dans le cas 
d’un ajout lent, la taille typique des structures formées est très proche de celle des complexes et 
dès lors il n’est pas possible de discriminer les deux populations. En général, on considère qu’il 
faut un rapport de 2.5 en taille entre deux populations pour pouvoir les détecter dans un 
mélange. Enfin, l’analyse par électrophorèse sur gel d’agarose des complexes ainsi modifiés par 
le copolymère a mis en évidence que les complexes sont stables et que les molécules de siRNA 
ne se dissocient pas au cours du processus (figure 91). 
 
Figure 91- Electrophorèse sur gel d’agarose des complexes PEI/siRNA après l’étape d’auto-
assemblage du copolymère à différentes concentrations (g/L) en milieu aqueux 
Une autre preuve expérimentale de la formation d’une couche de copolymère à la surface 
des complexes PEI/siRNA a été obtenue en observant les intensités diffusées de trois 
suspensions préparées rigoureusement dans les mêmes conditions (Tableau 23). En effet, 
l’intensité diffusée par la suspension de complexes modifiés par le copolymère est bien plus 
élevée que la somme des intensités diffusées individuellement par les complexes seuls et les 
vésicules seules. Les complexes colloïdaux qui ont une structure peu compacte diffusent moins 
la lumière que d’autres types de particules polymère comme les latex. L’adsorption d’une 
couche de copolymère a tendance donc à compacter les complexes (Tableau 23) tout en 
apportant une cohésion plus importante, elle-même responsable d’une augmentation probable 
de leur contraste optique en diffusion de la lumière. 
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Tableau 23- Caractéristiques colloïdales de trois formulations de complexes et de copolymères 
préparées dans les mêmes conditions 
Les complexes, ainsi modifiés à leur surface par l’adsorption en deux étapes du copolymère, 
ont été analysés par AFM. Pour ce faire, les suspensions ont été dialysées contre de l’eau afin 
d’éliminer les 20% de DMSO de la solution. Après dialyse, aucune différence au niveau des 
caractéristiques colloïdales n’a été mise en évidence par diffusion de la lumière si ce n’est une 
diminution de l’intensité diffusée en lien avec la dilution due à la dialyse. Les assemblages 
hybrides formés sont donc stables en milieu aqueux. Les suspensions ont été ensuite déposées 
sur du mica non traité, après les avoir diluées au dixième avec de l’eau. 
 Dans le cas où le copolymère seul a été auto-assemblé par ajout instantané de la phase 
aqueuse, on observe des structures toroïdales qui sont probablement l’empreinte laissée par les 
vésicules sur le mica (Figure 92A). Une des raisons pouvant expliquer l’affaissement des 
vésicules est leur faible taille (DH < 100 nm) qui contribue donc à augmenter la tension dans la 
membrane, en particulier au moment du séchage. En présence des complexes, la taille des 
vésicules est bien plus importante, confirmant ainsi que le copolymère s’est réellement auto-
assemblé autour des complexes PEI/siRNA (Figure 92B). Les complexes ne sont pas visibles au 
cœur des vésicules car ils possèdent une structure labile (hydrogel) qui a du se dissocier au 
contact des vésicules lors du séchage. L’augmentation de l’épaisseur de la membrane des 
vésicules en présence des complexes confirmerait cette hypothèse (Figure 92B). Dans le cas d’un 
ajout lent de la phase aqueuse, la morphologie observée en AFM est différente. Les structures 
sont clairement à nouveau des vésicules à en juger par les rapports (diamètre/hauteur) mesurés 
sur les profils de hauteur, mais cette fois-ci elles semblent plus cohésives et ne s’effondrent pas 
autant au moment du séchage (Figure 92C). La même morphologie est obtenue en présence des 
complexes PEI/siRNA. De plus, on n’observe pas de différence de taille par rapport au 
copolymère seul (Figure 92D) comme c’était le cas avec un ajout rapide de la phase aqueuse car 
cette fois-ci les complexes et les vésicules de copolymère ont sensiblement les mêmes tailles. 
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Figure 92- Analyse AFM en mode intermittent (0,8 Hz) des différentes structures obtenues. (A) 
auto-assemblage du copolymère avec un ajout rapide de la phase aqueuse, échelle = 1.5 µm 
(B) auto-assemblage du copolymère en présence des complexes PEI/siRNA avec un ajout 
rapide la phase aqueuse, échelle = 1.5 µm (C) auto-assemblage du copolymère avec un ajout 
lent de la phase aqueuse, échelle = 0.7 µm (D) auto-assemblage du copolymère en présence 
des complexes PEI/siRNA avec un ajout lent de la phase aqueuse, échelle = 1 µm. Dans tous les 
cas la concentration du copolymère est de 0,3 g/L 
5.5 Conclusion 
L’approche que nous avons développée dans cette partie est radicalement différente de 
celle basée sur l’encapsulation dite « passive » des molécules de siRNA, proposée 
précédemment. Elle offre l’avantage ultime d’encapsuler efficacement les siRNA ce qui 
évidemment n’est pas sans intérêt scientifique et économique. Le nouveau type de structure 
proposé est en quelque sorte le trait d’union entre les complexes polyélectrolytes et les 
vésicules de copolymères à blocs qui tous deux ont été largement étudiés les dernières années. 
Si de nombreuses preuves expérimentales ont pu être apportées pour confirmer l’existence d’un 
cœur électrostatique enrobée d’une couche de copolymère, il reste à mener des études pour 
comprendre précisément l’organisation de cette couche ou bicouche. Dans le chapitre suivant, 
nous verrons en particulier qu’en utilisant un marquage fluorescent spécifique du copolymère et 
des molécules de siRNA on obtient un signal co-localisé en fluorescence qui confirme aussi la 
structure obtenue. Les complexes ainsi modifiés sont stables en solution aqueuse de la même 
manière que le sont les vésicules seules, c'est-à-dire grâce aux blocs hyaluronane en surface. Ce 
critère est important en vue d’applications biologique, en particulier dans un contexte 
d’expériences in vivo. 
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Chapitre 6 : Evaluation biologique des assemblages à base de siRNA et de 
copolymères à blocs HA-b-PBLG 
Le chapitre précédent a montré comment un nouveau type d’assemblages à base de 
copolymères à blocs et de siRNA pouvait être élaboré. Par rapport aux autres méthodes 
d’encapsulation développées au cours de ce travail, ces assemblages présentent l’avantage 
d’encapsuler une quantité importante de siRNA, ce qui du point de vue des applications 
biologiques est évidemment important. Le comportement de ce nouveau type de 
nanoparticules, que l’on désignera simplement par « NP » dans la suite, est l’objectif de ce 
dernier chapitre. Dans ce cadre, deux axes de travail ont été développés en parallèle. Le premier 
axe est l’étude de l’internalisation des NP dans les lignées cellulaires humaines choisies (Hela et 
HuH7), puis leur devenir intracellulaire. Nous avons donc développé des NP marquées avec un 
fluorophore pour permettre l’observation en microscopie confocale à fluorescence et faire un 
suivi par cytométrie en flux. 
Le deuxième axe de travail est l’étude de la capacité des polymersomes à transfecter les 
siRNA et d’évaluer leur activité biologique sur un gène cible. Pour cela, nous avons mis au point 
un système de gène rapporteur, codant pour la luciférase de la luciole(Luc). Nous sommes 
conscients qu’aucun modèle in vitro aujourd’hui ne peut remplacer un test in vivo. Néanmoins, 
les différentes études envisagées sur les cellules in vitro sont incontournables pour valider une 
formulation de NP pour les études in vivo. 
Les expériences in vitro envisagées seront réalisées sur deux lignées cellulaires : Hela, 
connue pour exprimer les récepteurs au hyaluronane (CD44) [1-3] et HuH7, qui ne les exprime pas 
ou peu.[4] Nous souhaitons montrer 1) que la formulation développée pour la vectorisation des 
siRNA est capable de transfecter et de libérer ces derniers dans le cytoplasme des cellules, et 2) 
que la présence de récepteurs CD44 à la surface des cellules améliore l’internalisation des NP 
(HA-b-PBLG) qui présente une couche externe de hyaluronane. 
Afin de répondre à ces objectifs, plusieurs tests d’évaluation sur les deux lignées cellulaires 
seront présentés dans ce chapitre : 
- Etude de la cytotoxicité des polymersomes 
- Evaluation de l’internalisation des NP 
- Mesure de l’activité biologique des siRNA vectorisés selon notre formulation 
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6.1 Etude de la cytotoxicité des polymersomes à base de hyaluronane-b-PBLG 
Depuis plusieurs années, les biotechnologies sont en plein essor. De nombreuses études 
visent à déterminer la toxicité potentielle des objets de taille nanométrique indépendamment 
de leurs constituants. Ce nouveau champ de recherche, appelé « Nanotoxicologie » permettra 
d’accumuler des données toxicologiques sur les systèmes nanométriques capables de traverser 
les barrières protectrices du corps humain. [5-8] 
Afin d’évaluer la cytotoxicité intrinsèque des polymersomes HA-b-PBLG, un test de viabilité 
cellulaire est réalisé. Pour cela, les cellules sont traitées avec une gamme de concentration de 
polymersome allant de 1 µg.mL-1 à 1 mg.mL-1. L’incubation avec les cellules dure 24 heures, puis 
la viabilité est révélée 5 jours après avec le MTS. Ce test est basé sur la capacité des cellules 
vivantes à réduire le MTS en formazan (apparition d’une coloration violacée) par leurs 
déshydrogénases. La mesure de l’absorbance à 495 nm est proportionnelle à la viabilité 
cellulaire (métaboliquement active). La Figure 93 présente le pourcentage de cellules vivantes 
par rapport à la population non traitée en fonction de la concentration en polymersome 
incubée.  
 
Figure 93- Viabilité cellulaire des lignées Hela et HuH7 en fonction de la concentration en 
polymersome HA-b-PBLG, (n=3). Les particules de HA-b-PBLG ont été préparées par 
nanoprécipitation, à 60°C d’une solution de DMSO/copolymère à 10 mg.mL-1 ; le tampon 
phosphate (100 mM pH 7,4) est ajouté à la phase organique à une vitesse de 3 mL.min-1. Le 
diamètre hydrodynamique des polymersomes est d’environ 200 nm (PDI = 0,13). Le DMSO est 
éliminé par simple dialyse contre du tampon phosphate (50 mM pH 7,4) 
D’après les résultats de la Figure 93, aucun échantillon ne présente d’activité cytotoxique 
sur les deux lignées cellulaires (Hela et HuH7) aux concentrations que nous avons testées. Les 
polymersomes à forte concentration semblent même accroître la viabilité des cellules Hela. En 
effet, on observe une augmentation de 15% de la viabilité cellulaire à 1000 µg.mL-1 de 
polymersome. Ceci est probablement lié à l’effet activateur de croissance du hyaluronane vis-à-
vis de la lignée cellulaire Hela, comme cela a été décrit dans la littérature. [9-11]  
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6.2 Etude de l’internalisation des NP in vitro 
Deux techniques d’observation et de quantification ont été utilisées pour mettre en 
évidence l’internalisation des NP dans les cellules : la microscopie confocale, de manière 
qualitative, et  la cytométrie en flux, plus quantitative.   
6.2.1 Marquage fluorescent des polymersomes 
Pour permettre l’analyse en microscopie et en cytométrie, les particules doivent être 
marquées avec un fluorophore. La stratégie, que nous avons adoptée, consiste à lier au 
groupement –NH2 terminal du PBLG un fluorophore fonctionnalisé avec un groupement –NHS 
(N-hydroxysuccinimide). La Figure 94 montre la réaction de couplage entre le copolymère HA-b-
PBLG et la fluorescéine-NHS. La même procédure a été suivie pour marquer les homopolymères 
de PBLG avec la rhodamine-NHS. 
 
Figure 94- Couplage du copolymère HA-b-PBLG avec la fluorescéine-NHS, par formation 
d’une liaison peptidique 
Comme cela est représenté sur la Figure 95, nous pensons que les polymersomes peuvent 
être marqués par les deux approches car la présence du fluorophore ne devrait pas perturber 
l’auto-assemblage du copolymère. De plus, la proximité du fluorophore avec la membrane 
permet de ne pas modifier les propriétés d’interaction de la couronne de hyaluronane avec des 
récepteurs cellulaires, par exemple.   
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Figure 95- Marquage fluorescent des polymersomes HA-b-PBLG selon deux approches 
Après réaction avec le fluorophore-NHS, les copolymères HA-b-PBLG-fluorescéine et les 
homopolymères PBLG-rhodamine sont purifiés par dialyse contre de l’eau pour éliminer le 
DMSO, le DIPEA et l’excès de fluorescéine ou de rhodamine libre. Les polymères forment un 
précipité qui est récupéré par centrifugation et le culot est séché sous vide, à 40°C pendant 24 
heures. Lors de l’étape de nanoprécipitation pour former des polymersomes fluorescents, le HA-
b-PBLG-fluorescéine peut être utilisé à 100% ou mélangé à 50% en masse avec des copolymères 
non marqués. Quant au PBLG-rhodamine, un mélange de 10% d’homopolymère marqué avec 
90% de copolymère HA-b-PBLG non marqué a été utilisé pour la formation des vésicules 
fluorescentes. La Figure 96 montre des images de microscopie à épifluorescence des solutions 
de particules marquées, soit avec la fluorescéine (Figure 96A), soit avec la rhodamine (Figure 
96B). On peut noter l’homogénéité en taille des particules de la suspension. 
 
 
Figure 96- Image (x100) de microscopie à épifluorescence  des suspensions de 
polymersomes HA-b-PBLG (à 1 g.L-1), + 50% de HA-b-PBLG-fluorescéine (A) ou + 10% de PBLG-
rhodamine (B) 
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Pour le marquage fluorescent des assemblages copolymères/PEI/siRNA, nous avons utilisé 
des siRNA commerciaux marqués à la cyanine 5 (cy5) qui seront utilisés pour préparer les 
complexes PEI-siRNA. Puis, du copolymère HA-b-PBLG contenant 50% de HA-b-PBLG-
fluorescéine est utilisé pour marquer en vert la membrane des assemblages. La Figure 97 
montre un schéma de NP et une image de microscopie confocale d’une solution de NP de 300 
nm (mesurée en DLS) immobilisée entre lame et lamelle. On observe une colocalisation des deux 
fluorophores au niveau des NP, ce qui confirme l’encapsulation des complexes de PEI-siRNA-cy5 
par les polymersomes HA-b-PBLG-fluorescéine (Figure 97). 
 
Figure 97- Schéma d’un complexe PEI-siRNA-cy5 encapsulé par une couronne de 
copolymère HA-b-PBLG-fluorescéine (A) et une image de microscopie confocale d’une solution 
de NP doublement marquées (B). Après formation, les NP sont dialysées, pour éliminer le 
DMSO, et concentrées 5 fois. 
6.2.2 Etude de l’internalisation des NP in vitro par microscopie confocale 
Les cellules Hela sont mises en culture sur des lamelles pour atteindre environ 50% de 
confluence à 24 heures. Puis les cellules sont incubées avec les NP doublement marquées 
(fluorescéine et cy5) à deux concentrations de siRNA (50 nM ou 100 nM) pendant 6 heures ou 24 
heures. Les lamelles sont ensuite rincées plusieurs fois au PBS, pour éliminer le surplus de NP, et 
fixées avec une solution de paraformaldéhyde à 3% pendant 10 minutes. Les cellules sont 
finalement rincées avec du PBS et marquées au niveau des noyaux avec du DAPI (fluorophore 
qui s’intercale dans l’hélice d’ADN). Après montage des lamelles sur une lame, les cellules ont 
été observées par microscopie confocale de fluorescence (figure 98), qui permet d’imager les 
coupes cellulaires. Les fluorescences verte et rouge, correspondant aux NP, se trouvent autour 
du noyau dans le cytoplasme des cellules. La quantité de NP internalisée dans le cytoplasme des 
cellules est plus importante à 24h d’incubation qu’à 6h et le double marquage reste colocalisé 
dans le cytoplasme même après 24h d’incubation. 
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Figure 98- Image de microscopie confocale des cellules Hela après différents temps 
d’incubation (6 ou 24 heures) et à différentes concentrations de siRNA-cy5 (50 ou 100 nM). Les 
NP choisies pour l’étude sont formées à partir de 2,5 µL de complexes PEI-siRNA-cy5 (N:P = 4, 
30 µM en siRNA) mélangés avec 47,5 µL de DMSO/HA-b-PBLG à 0,25 g.L-1 puis 200 µL d’un 
tampon phosphate (100 mM pH 7,4) sont ajoutés pour induire l’auto-assemblage du 
copolymère. La solution est ensuite dialysée contre du tampon phosphate (50 mM pH 7,4) et 
concentrée pour obtenir une concentration finale en siRNA de 300 nM 
Ces résultats ont été comparés à ceux obtenus avec des siRNA-cy5 complexés avec du PEI 
(N:P = 4) et avec la lipofectamine 2000 en suivant dans ce cas le protocole donné par le 
fournisseur. La Figure  99 montre un  profil similaire d’internalisation, mais moins prononcé, des 
complexes PEI-siRNA-cy5 nus que ceux encapsulés par le copolymère, ce qui tendrait à prouver 
que la couronne de hyaluronane développe des interactions favorables avec les récepteurs des 
cellules Hela. La distribution des siRNA-cy5 transfectés avec la lipofectamine 2000 montre 
quelques gros agrégats disséminés dans le cytoplasme. Des mesures de diffusion effectuées sur 
les complexes siRNA/lipofectamine ont effectivement mis en évidence que ces derniers étaient 
très gros, de l’ordre du micromètre. 
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Figure 99- Image de microscopie confocale des cellules Hela transfectées avec des 
complexes PEI-siRNA-cy5 ou lipofectamine 2000-siRNA-cy5 après différents temps 
d’incubation (6 ou 24 heures), à une concentration de 50 nM en siRNA 
Nous avons vu dans le chapitre précédent qu’il faut une concentration minimale de l’ordre 
de 0,2 g/L en copolymère HA-b-PBLG pour encapsuler complètement les complexes PEI/siRNA. 
Au-delà, l’excès de copolymère forme des vésicules vides, ce qui peut être gênant par rapport 
aux capacités d’internalisation des cellules. En effet, si la proportion de vésicules vides est trop 
importante, alors il y aura compétition au niveau de la transfection cellulaire entre les vésicules 
vides et les vésicules contenant les complexes PEI-siRNA-cy5. Sur la Figure 100, on observe que 
le signal correspondant aux complexes PEI-siRNA-cy5 diminue lorsque la concentration initiale 
de copolymère augmente, ce qui confirme qu’il y a effectivement un effet de dilution des siRNA-
cy5 internalisés si la concentration en copolymère est trop élevée. 
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Figure 100- Image de microscopie confocale des cellules Hela après 24h d’incubation avec 
des suspensions de complexes PEI-siRNA-cy5 (N:P = 4, 50 nM en siRNA) encapsulés à 
différentes concentrations initiales (0,25 / 0,5, / 1 g.L-1) en copolymère dans la  phase 
organique 
Ces expériences en microscopie confocale montrent, de façon qualitative que les NP sont 
internalisées dans le cytoplasme des cellules Hela, préférentiellement autour du noyau. 
L’utilisation de marqueurs fluorescents spécifiques des compartiments cellulaires (endosomes, 
lysosomes) permettrait d’étudier plus précisément la localisation des NP dans les cellules.  
6.2.3 Etude de l’internalisation des NP in vitro par cytométrie en flux 
Les NP doublement marquées peuvent également servir, après incubation avec les cellules 
Hela, à quantifier par cytométrie en flux le nombre de cellules ayant internalisé les NP.  
Les cellules sont incubées 6 heures avec les NP marquées fluorescéine-cy5, puis rincées 3 fois 
au PBS et incubées 24 ou 72 heures avant que la fluorescence ne soit analysée par cytométrie en 
flux. L’observation de la fluorescence sur un temps d’incubation plus long permet de faire un 
suivi du devenir des NP dans les cellules. Les résultats de ces expériences sont donnés dans la 
Figure 101.  
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Figure 101- Analyse de la fluorescence par cytométrie en flux des cellules Hela incubées 
avec des complexes PEI-siRNA-cy5 ou des NP doublement marquées 
Les résultats montrent que 100% des cellules sont fluorescentes que ce soit avec les 
complexes seuls ou les complexes encapsulés avec différentes concentrations de copolymère 
(0,25 / 0,5 ou 1 g.L-1). Dans le cas des complexes PEI-siRNA-cy5, 100% des cellules sont positives 
pour la cyanine 5 à 50 nM comme à 100 nM et à 24 heures ou 72 heures. L’analyse des résultats 
concernant l’internalisation des NP doublement marquées est plus délicate. En effet, dans ce cas 
toutes les cellules sont marquées à la cyanine 5 de façon durable, alors que le signal de la 
fluorescéine diminue de façon significative avec le temps. Ainsi, à 24 heures, il y a entre 80 et 
100% de cellules double positives quelles que soient les conditions, alors qu’à 72 il n’y a plus que 
8% de double positives et 82% de positives à la cyanine 5 (pour des NP à 50 nM et une 
concentration en copolymère de 0,25 g/L). L’hypothèse la plus simple serait que la couche de 
copolymère ait été éliminée par la cellule pour ne laisser que les siRNA-cy5 dans le cytoplasme. 
Cependant, afin d’analyser les résultats plus en détail, nous allons considérer deux cas extrêmes 
correspondant à deux formulations et deux temps d’incubation dont les résultats par cytométrie 
en flux sont donnés sur la Figure 102. 
 
formulation PEI-siRNA-cy5 PBLG-HYA-
fluorescéine 
Temps 
d’incubation 
A 100 nM 1 g/L 24h 
B 50 nM 0,25 g/L 72h 
 
Tableau 24- Formulations de NP pour les expériences de cytométrie en flux 
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Figure 322- Résultats des analyses de fluorescence par cytométrie en flux des cellules Hela 
incubées soit avec la formulation A, soit avec la formulation B (tableu) 
En réalité, ce qui explique la diminution de la proportion de cellules doublement marquées 
de 24 à 72 heures, est un phénomène de dilution de la fluorescence au cours des divisions 
cellulaires, associé à des difficultés de calibration de l’appareil de cytométrie. En effet, le cycle de 
division des cellules Hela est d’environ 20 heures, ce qui multiplie le nombre de cellules d’au 
moins 4 fois en 48 heures. Par ailleurs, les différences de rendement quantique et de 
concentration en fluorophore ont perturbé la calibration, comme nous pouvons l’observer sur la 
partie droite de la Figure 102A où le signal en fluorescence des cellules 100% double positives à 
24h est complètement saturé par celui de la cyanine 5 (en ordonnée), alors qu’il est bien ajusté 
pour le signal de la fluorescéine (en abscisse). Après 72h, le signal de la cyanine 5 est bien ajusté 
grâce à la dilution due à la division cellulaire, par contre, le signal de la fluorescéine est 
largement en dessous du seuil de détection. Pour éviter cet artefact, il aurait fallu utiliser deux 
contrôles positifs, des complexes PEI-siRNA-cy5 encapsulés par des copolymères non marqués et 
des complexes PEI-siRNA encapsulés par des copolymères-fluorescéine. Cela nous aurait permis 
de calibrer correctement les seuils de détection de l’appareil. En conclusion et tenant compte de 
cet artefact il est finalement très probable que les cellules correspondant à la formulation B 
soient majoritairement des doubles positifs fluorescéine-cyanine 5 à 72h.   
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6.3 Etude de l’activité biologique des NP in vitro 
Les études d’internalisation des NP in vitro ont permis d’ouvrir de nouvelles voies de 
recherche. En effet, il est possible d’approfondir le devenir intracellulaire des NP, en cherchant à 
colocaliser en imagerie confocale le signal des objets avec celui de certains compartiments 
subcellulaire ou encore étudier le mécanisme d’entrée dans la cellule en utilisant des inhibiteurs 
de certaines voies d’entrée. Mais ce travail peut être encouragé et devient intéressant dès lors 
que l’on démontre une activité biologique du système in vitro. Pour cela, nous avons mis au 
point un test biologique basé sur l’inhibition d’un gène rapporteur (Luc) ciblé par des siRNA 
spécifiques. Deux stratégies ont été développées, la première se base sur un système transitoire, 
c'est-à-dire que le gène cible est introduit par transfection de façon transitoire dans les cellules 
qui seront traitées avec notre système. La deuxième stratégie est plus longue à mettre en place 
car il faut obtenir une lignée cellulaire qui exprime de façon permanente le gène cible, ce dernier 
est transfecté via un plasmide exprimant également un gène de résistance à un antibiotique qui 
permet de sélectionner et maintenir une lignée stable. Les expériences que nous avons réalisées 
ont été effectuées en utilisant la première stratégie.    
6.3.1 Construction du plasmide pour la mise au point des tests biologiques 
Le système rapporteur est basé sur l’expression d’un gène rapporteur : la luciférase firefly. 
Nous avons sélectionné le plasmide pGL4.15 de chez Promega (Figure 103A) qui porte 2 gènes 
de résistance aux antibiotiques. Le gène de résistance à l’ampicilline permettra de sélectionner 
les bactéries qui seront transformées par ce plasmide, ce qui permettra d’amplifier le plasmide 
chez les bactéries pour l’extraire et le purifier, avant de l’utiliser sur les cellules de mammifère. 
Ensuite, l’hygromycine  permettra d’établir une lignée cellulaire qui exprimera de façon stable la 
luciférase. Le plasmide pGL4.15 porte la séquence codante pour la luciférase fireflyLuc2p 
(Luc2P). Cette séquence a été optimisée pour l’expression dans les cellules de mammifère. Le 
gène Luc2p du pGL4.15 ne possède pas de séquence promotrice qui lui permettra d’être 
transcrit en ARN messager après transfection dans la cellule eucaryote, et il a donc fallu lui en 
insérer un en aval du gène de la luciférase. 
 
Figure 103- Plasmides pGL4.15 (A) et pRLSV40 (B) de chez Promega 
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Un deuxième plasmide pRL-SV40 provenant également de chez Promega porte un 
promoteur en amont du gène de la luciférase renilla (Figure 11B) Il sera utilisé pour récupérer la 
séquence promotrice SV40 (simian virus 40), afin de l’insérer dans le multisite de clonage de 
pGL4.15 en amont de la séquence codante de Luc2p. La procédure de transfert est détaillée en 
annexe. 
6.3.2 Mise au point du test biologique 
6.3.2.1 Transfection transitoire du système rapporteur 
Le système de gène rapporteur mis en place permet d’estimer la capacité inhibitrice de notre 
système de NP sur l’expression de la firefly luciférase codée par le plasmide pGL4.15-SV40. Les 
cellules Hela sont mises en culture pendant 24 heures et sont ensuite transfectées à l’aide de la 
lipofectamine 2000 avec le plasmide pour exprimer de façon transitoire le gène de la firefly 
luciférase. Les cellules sont alors prêtes pour les tests d’inhibition de l’expression de la protéine 
par différents systèmes de transfection et de vectorisation des siRNA ciblant l’ARN messager 
(ARNm) de la fireflyLuc2p. 
Le plasmide pRLSV40, codant pour la renilla luciférase (RLuc), est utilisé comme contrôle de 
la transfection. En effet, pour éviter les fluctuations entre les différentes expériences 
d’inhibition, les deux plasmides sont mélangés et transfectés simultanément dans les cellules 
Hela (Figure 104). Par ailleurs, la transcription des deux ARNm est sous la dépendance de la 
même séquence promotrice SV40. L’expression de la protéine RLuc ne doit pas être influencée 
par la transfection des siRNA ciblant son homologue fireflyLuc2p. 
 
Figure 33- Système de gène rapporteur codant pour les protéines fireflyLuc2p et RLuc 
 La quantité de protéine Luc produite est directement proportionnelle à leur activité 
enzymatique (Figure 105). Après les expériences d’inhibition, les cellules sont lavées au PBS, puis 
lysées pour en extraire les protéines. L’activité fireflyLuc2p et RLuc sont mesurées 
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respectivement grâce au kit Dual-glo-Luciférase Reporter Assay System (Promega) contenant les 
substrats des enzymes (Figure 105). D’abord, l’activité de la fireflyLuc2p est mesurée au 
luminomètre, après avoir introduit la luciférine, substrat de cette dernière, puis un inhibiteur de 
la fireflyLuc2p est introduit (pour éviter le chevauchement des deux signaux) en même temps 
que la coelenterazine substrat de la RLuc.   
 
Figure 34- Activité enzymatique de la fireflyLuc2p (A) et de la RLuc (B) 
 
6.3.2.2 Obtention d’une lignée Hela exprimant de façon stable la fireflyLuc2p 
Pour obtenir une lignée cellulaire exprimant de façon stable la fireflyLuc2p, il faut maintenir 
une pression de sélection. Le plasmide pGL4.15-SV40 utilisé lors de la transfection transitoire du 
système rapporteur, décrit précédemment, permet également de sélectionner les cellules ayant 
intégrées le plasmide avec son gène de résistance à l’hygromycine. 
Le plus important est de trouver la concentration d’hygromycine à laquelle les cellules sont 
sensibles. Pour cela une gamme de concentration allant de 50 µg.mL-1 jusqu’à 500 µg.mL-1 a été 
testée sur les cellules Hela. Après avoir mise en culture les cellules dans du milieu contenant 
l’hygromycine pendant 7 jours, on observe au microscope une mortalité de 100% pour les 
concentrations au dessus de 100 µg.mL-1.  
La lignée cellulaire Hela exprimant de façon stable la protéine fireflyLuc2p est obtenue en 
transfectant les cellules Hela avec le plasmide pGL4.15-SV40 et en maintenant la lignée sous 
sélection avec un milieu de culture à 100 µg.mL-1 d’hygromycine pendant 14 jours après au 
moins deux passages de cellules.     
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6.3.3 Activité biologique de notre système de NP 
Le principe du test biologique est le suivant. Si nos systèmes de vectorisation des siRNA sont 
capables de transfecter et de libérer les siRNA dans le cytoplasme des cellules, alors ces derniers 
pourront intégrer le complexe ribonucléoprotéique « RISC » (RNA-Induced Silencing Complex) 
pour dégrader l’ARNm produit par le plasmide et donc  inhiber l’expression de la fireflyLuc2P.  
Après transfection transitoire du système rapporteur, les cellules Hela sont incubées 
pendant 4 heures avec les différentes formulations de NP, puis elles sont lavées au PBS et 
remises en culture dans du milieu. L’activité enzymatique des protéines fireflyLuc2p et RLuc est 
mesurée à 48 ou 72 heures. Les mêmes expériences sont menées avec un siRNA de contrôle 
dont la séquence n’affecte pas l’expression de la protéine fireflyLuc2p. Les résultats bruts des 
expériences d’inhibition et de contrôle sont donnés en annexes. Ils montrent que seule l’activité 
de la luciférase firefly est affectée par l’addition des siRNA alors que l’activité de la luciférase 
renilla reste stable. La capacité d’inhibition de l’expression de la protéine fireflyLuc2p est alors 
donnée par le rapport suivant : 
   
 
    
                  
 
    
                  
 
Avec If, le rapport de l’inhibition de la luciférase firefly, fluc, l’activité luciférase firefly, rluc, 
l’activité de la luciférase renilla 
La Figure 106 montre les résultats du  test d’inhibition obtenus avec les complexes PEI-
siRNA-cy5 sans copolymère ainsi qu’avec la lipofectamine 2000 (Lipo 2k). De manière générale, 
on constate une inhibition croissante de l’activité de la luciférase en fonction de la concentration 
des siRNA, sans toutefois atteindre l’efficacité d’inhibition obtenue avec la lipo 2k. Par ailleurs, 
l’effet est plus prononcé à 72 heures pour les concentrations de 30 et 50 nM, alors qu’à 90 nM 
l’inhibition est plus importante qu’à 48 heures. Ce phénomène peut s’expliquer par un effet non 
spécifique des siRNA à forte concentration. L’activité des complexes RISC peut être perturbée 
par la saturation du système d’une même séquence siRNA , c’est ce que l’on appelle l’effet « off-
target ». 
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Figure 35- Tests d’inhibition de l’activité luciférase firefly sur des cellules Hela transfectées 
transitoirement avec les complexes PEI-siRNA à des concentrations croissantes de siRNA, n=4. 
La mesure de l’activité enzymatique des deux luciférases s’est faite à 48 et 72 heures après 
incubation dans les cellules Hela avec les complexes 
Les formulations des complexes PEI-siRNA encapsulés par les copolymères HA-b-PBLG ont 
été testées avec deux concentrations en copolymère, 0,25 et 1 g/L (Figure 107). Nous rappelons 
que 0,25 g/L est la concentration en copolymère pour former une couche complète de 
copolymère sur les complexes. Au-delà, le copolymère s’auto-assemble individuellement pour 
former des vésicules « vides ».   
 
Figure 36- Tests d’inhibition avec les NP (PEI-siRNA/HA-b-PBLG) à des concentrations 
croissantes de siRNA, la mesure de l’activité enzymatique des deux luciférases effectuée 72 
heures après incubation avec les NP 
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En diminuant la quantité de copolymère utilisée au départ pour encapsuler les complexes, il 
y a moins de vésicules vides  qui entreront en compétition avec les NP lors des tests d’inhibition. 
Dans le cas des NP préparées avec 0,25 g.L-1 de copolymères, on observe clairement sur la Figure 
107 un effet dose-dépendant, jusqu’à 80% d’inhibition pour une concentration de 90 nM de 
siRNA.  Par contre, les expériences d’inhibition avec les NP préparées avec 1 g.L-1 de copolymère 
ne montrent aucune activité biologique du système. Ces résultats confirment notre hypothèse à 
savoir qu’il existe une compétition entre les NP et les vésicules vides qui se sont formées avec 
l’excès de copolymère au moment du processus d’encapsulation des complexes. Plus il y a de 
particules vides, moins il y a de NP qui seront internalisées dans le cytoplasme des cellules, 
diminuant ainsi la quantité de siRNA capable d’intégrer le complexe RISC et d’inhiber 
l’expression de la protéine fireflyLuc2p. Par ailleurs, pour une même concentration en siRNA, 
l’inhibition est plus importante en présence de copolymère à 0,25 g.L-1 qu’avec les complexes 
PEI/siRNA (Figure 106). Cela démontre que le copolymère facilite la dissociation du complexe 
PEI/siRNA et la libération des molécules de siRNA dans le cytoplasme. Il est probable que la 
complexation des siRNA dans les particules PEI/siRNA soit plus forte que dans les NP où une 
partie des segments de PEI sont complexés par les blocs hyaluronane, ce qui par un effet de 
compétition affaiblit les forces électrostatiques entre le PEI et les siRNA. D’autres hypothèses 
sont discutées dans la conclusion. 
6.4 Conclusion 
L’imagerie confocale et la cytométrie en flux ont montré que les NP sont internalisées dans 
le cytoplasme des cellules Hela. Un système de gène rapporteur exprimé de manière transitoire 
a permis de montrer une activité biologique des NP, capables d’inhiber efficacement à 80% 
l’expression d’un gène spécifique. Il apparaît clairement que l’encapsulation des complexes de 
PEI-siRNA par les copolymères à blocs amphiphiles HA-b-PBLG a augmenté l’efficacité 
d’inhibition des siRNA. Plusieurs hypothèses peuvent expliquer l’effet synergétique apporté par 
le système de NP. La première serait que les NP passent par une voie d’entrée différente de celle 
des complexes. A ce niveau, on peut penser que les blocs hyaluronane à la surface des NP 
faciliteraient l’internalisation par endocytose. Une deuxième hypothèse serait que 
l’encapsulation des complexes par les polymersomes protègerait les siRNA d’une dégradation 
prématurée. Il est également possible d’envisager que le copolymère aide à la libération des 
siRNA dans le cytoplasme par le biais d’un effet de compétition entre le hyaluronane et les siRNA 
vis-à-vis du PEI, comme cela a été suggéré précédemment. Nous cherchons donc à éclaircir et à 
comprendre les mécanismes d’action de notre système, notamment sur les voies d’entrées des 
NP et sur le rôle des récepteurs au hyaluronane (CD44). Des expériences mettant en jeu le 
blocage de ces récepteurs avec des vésicules vides, du hyaluronane, des anticorps anti-CD44 ou 
encore des lignées cellulaires n’exprimant pas de CD44, par exemple les cellules HuH7 seraient 
pertinentes. L’utilisation d’inhibiteur de certaines voies d’entrée serait aussi utile pour mieux 
comprendre le mécanisme d’internalisation ; par exemple, l’amiloride est un inhibiteur 
spécifique de la macropinocytose. [12] Des expériences de colocalisation en imagerie confocale, 
avec un marquage sélectif des compartiments cellulaires, donneraient des informations sur le 
devenir intracellulaire des NP. Par ailleurs, des expériences d’inhibition sur des lignées exprimant 
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de façon stable la protéine fireflyLuc2p permettraient d’écarter l’hypothèse que la transfection 
du système rapporteur par la lipofectamine 2000, effectuée 24 heures avant l’expérience, aide à 
l’internalisation des NP et à la libération des siRNA. Une autre façon d’écarter cette hypothèse 
est d’utiliser l’inhibition d’un gène endogène. 
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L’étude bibliographique a confirmé tout l’intérêt d’utiliser les siRNA comme molécules 
thérapeutiques pour le traitement de diverses pathologies. Elle a aussi mis en évidence la 
nécessité d’encapsuler ces molécules dans des particules pour augmenter les doses locales et 
protéger les molécules du milieu extérieur. Parmi les différents systèmes de particules utilisés 
pour la nanomédecine, ceux préparés à partir de copolymères à blocs amphiphiles ont été 
largement étudiés par de nombreuses équipes de recherches et cela depuis au moins deux 
décennies. Plus récemment, il a été montré que ces copolymères pouvaient former des 
structures vésiculaires adaptées, a priori, à l’encapsulation de molécules hydrophiles. 
Cependant, force est de constater qu’à ce jour très peu de travaux ont été consacrés à l’étude 
des vésicules polymères pour l’encapsulation de macromolécules biologiques telles que les 
protéines, l’ADN et a fortiori les siRNA. Ainsi, il paraît pertinent, au vu de la littérature, 
d’effectuer une étude approfondie sur le potentiel de ces vésicules polymères comme vecteur 
des siRNA. 
Nous avons synthétisé deux familles de copolymères à blocs amphiphiles, distincts par leur 
composition. La première famille est composée d’un bloc hydrophile, polysaccharide, et d’un 
bloc hydrophobe, polypeptide (PBLG). Dans la deuxième famille le bloc polypeptide est remplacé 
par un bloc polyester, soit un PDLLA, soit un PLGA. Il n’a pas été facile de caractériser les 6 
copolymères obtenus par chimie click car le seul solvant capable de les solubiliser est le DMSO. 
Nous avons dû mettre au point la chromatographie d’exclusion stérique utilisant le DMSO 
comme phase mobile. Plusieurs difficultés se sont présentées à nous, en particulier le DMSO est 
un solvant visqueux qui se dégrade rapidement au contact de l’air et de la lumière. Par ailleurs, 
dans le cas des copolymères à base de polyesters, la détection réfractométrique n’est pas 
possible car l’incrément d’indice de réfraction (dn/dc) de ces blocs est proche de zéro, ce qui 
signifie que ces polymères sont ‘invisibles’ dans le DMSO.  
La méthode de  couplage n’a pas toujours permis d’obtenir des lots de copolymères 
parfaitement purs. Nous suspectons fortement que certains lots de copolymères sont des 
mélanges de copolymère et d’homopolymère. Cela signifie qu’il reste de nombreux progrès à 
effectuer pour obtenir de vraies structures de copolymères à blocs. Cependant, l’objectif du 
travail de thèse étant d’évaluer aussi le comportement des ces structures en solution et 
d’encapsuler des molécules de siARN nous avons décidé de poursuivre le travail avec ces 
copolymères. Nous verrons d’ailleurs de façon intéressante que la présence résiduelle 
d’homopolymère n’est pas forcément pénalisante lors de l’assemblage en solution. C’est donc 
avec cette idée de mélange (copolymère + homopolymère) à l’esprit que la physicochimie des 
différentes structures synthétisées a été abordée dans le chapitre qui suit. 
L’analyse physicochimique des différents copolymères en solution a permis d’élucider leur 
organisation. Un seul copolymère, le hyaluronane-b-PBLG présente une morphologie de type 
vésicule alors que les copolymères contenant un bloc polyester formeraient plutôt des particules 
de type « cœur-écorce ». Ce résultat est intéressant par rapport à la composition des 
copolymères qui comme nous l’avons vu précédemment contiennent une fraction non 
négligeable d’homopolymères. Dans le cas du HA -b-PBLG, les blocs de PBLG s’intercalent 
probablement dans la membrane entre les molécules de copolymère à blocs. Cela peut 
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contribuer à diminuer les forces d’interaction de type volume exclu entre les blocs 
polysaccharides à la surface des vésicules avec comme conséquence une diminution du rayon de 
courbure ce qui est favorable à la formation d’une membrane et finalement à l’auto-assemblage 
en vésicules. Dans le cas des copolymères à base de polyester et en particulier de PDLLA, la 
fraction en homopolymère doit être assez importante puisque nous avons observé des particules 
« cœur-écorce » assez grosses avec un cœur probablement riche en polyester. Cependant, ces 
particules sont bien plus stables que des particules nues de polyester car le copolymère 
principalement adsorbé à la surface apporte une stabilisation électrostérique. Dans tous les cas 
ces résultats nous confortent dans l’idée que la synthèse doit être améliorée afin de former 
100% de copolymère à bloc. Ensuite, il serait intéressant d’étudier l’influence de l’ajout d’une 
fraction définie d’homopolymère au copolymère et d’étudier les structures correspondantes en 
solution. 
Les essais d’encapsulation « passive » avec les différents copolymères ont mis en évidence 
que l’encapsulation de molécules hydrophiles est possible si la concentration initiale de celles-ci 
est relativement élevée (~ 10 g/L). Paradoxalement, les résultats obtenus avec les particules 
ayant une morphologie vésiculaire et cœur-écorce donnent des taux d’encapsulation du même 
ordre de grandeur. De ce point de vue, les polymersomes ne seraient donc pas beaucoup plus 
avantageux. Les essais d’encapsulation menés avec les siRNA ont été décevants car les quantités 
encapsulées sont faibles ce qui s’expliquent principalement par les concentrations initiales en 
siRNA qui étaient elles même faibles. Même si une forte concentration en siRNA n’est pas 
requise dans le cytoplasme pour avoir une activité biologique, il faut considérer que tous les 
siRNA encapsulés dans les particules ne seront pas intégralement libérés dans la cellule, en 
particulier si l’on considère des expériences in vivo. Dès lors il ne peut qu’être avantageux 
d’avoir un système capable d’encapsuler des quantités appréciables de siRNA pour pallier aux 
nombreuses voies de dégradation chimique ou biologique se produisant lorsque les particules 
sont injectées chez l’animal. Les méthodes alternatives testées dans ce chapitre n’ont pas donné 
non plus de résultats significatifs avec nos copolymères. A l’issue de ce travail exploratoire, il 
reste deux alternatives, à savoir poursuivre sur la méthode d’encapsulation passive en 
engageant des concentrations initiales très élevées en siRNA (10 g/L) avec les pertes importantes 
que le procédé engendre ou envisager une méthode d’encapsulation radicalement différente 
telle que la formation de complexes électrostatiques avec les siRNA comme cela est déjà décrit 
dans la littérature. Dans la mesure où nous souhaitions tout de même utiliser les copolymères à 
blocs synthétisés au cours de ce travail, nous avons imaginé un nouveau type de vecteurs de 
siRNA en combinant les interactions électrostatiques et l’auto-assemblage des copolymères à 
blocs. 
L’approche que nous avons développée dans cette partie est radicalement différente de 
celle basée sur l’encapsulation dite ‘passive’ des molécules de siRNA, proposée précédemment. 
Elle offre l’avantage ultime d’encapsuler efficacement les siRNA ce qui évidemment n’est pas 
sans intérêt scientifique et économique ! Le nouveau type de structure proposé est en quelque 
sorte le trait d’union entre les complexes polyélectrolytes et les vésicules de copolymères à blocs 
qui tous deux ont été largement étudiés les dernières années. Si de nombreuses preuves 
expérimentales ont pu être apportées pour confirmer l’existence d’un cœur électrostatique 
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enrobée d’une couche de copolymère, il reste à mener des études pour comprendre 
précisément l’organisation de cette couche ou bicouche. Dans le chapitre suivant nous verrons 
en particulier qu’en utilisant un marquage fluorescent spécifique du copolymère et des 
molécules de siRNA on obtient un signal co-localisé en fluorescence qui confirme aussi la 
structure obtenue. Les complexes ainsi modifiés sont stables en solution aqueuse de la même 
manière que le sont les vésicules seules, c'est-à-dire grâce aux blocs hyaluronane en surface. Ce 
critère est important en vue d’applications biologique, en particulier dans un contexte 
d’expériences in vivo. 
L’imagerie confocale et la cytométrie en flux ont montré que les NP sont internalisées dans 
le cytoplasme des cellules Hela. Un système de gène rapporteur exprimé de manière transitoire 
a permis de montrer une activité biologique des NP, capables d’inhiber efficacement à 80% 
l’expression d’un gène spécifique. Il apparaît clairement que l’encapsulation des complexes de 
PEI-siRNA par les copolymères à blocs amphiphiles HA-b-PBLG a augmenté l’efficacité 
d’inhibition des siRNA. Plusieurs hypothèses peuvent expliquer l’effet synergétique apporté par 
le système de NP. La première serait que les NP passent par une voie d’entrée différente de celle 
des complexes. A ce niveau on peut penser que les blocs hyaluronane à la surface des NP 
faciliteraient l’internalisation par endocytose. Une deuxième hypothèse serait que 
l’encapsulation des complexes par les polymersomes protègerait les siRNA d’une dégradation 
prématurée. Il est également possible d’envisager que le copolymère aide à la libération des 
siRNA dans le cytoplasme par le biais d’un effet de compétition entre le hyaluronane et les siRNA 
vis-à-vis du PEI, comme cela a été suggéré précédemment. Nous cherchons donc à éclaircir et à 
comprendre les mécanismes d’action de notre système, notamment sur les voies d’entrées des 
NP et sur le rôle des récepteurs au hyaluronane (CD44). Des expériences mettant en jeu le 
blocage de ces récepteurs avec des vésicules vides, du hyaluronane, des anticorps anti-CD44 ou 
encore des lignées cellulaires n’exprimant pas de CD44, par exemple les cellules HuH7 seraient 
pertinentes. L’utilisation d’inhibiteur de certaines voies d’entrée serait aussi utile pour mieux 
comprendre le mécanisme d’internalisation. Par exemple, l’amiloride est un inhibiteur spécifique 
de la macropinocytose. [12] Des expériences de colocalisation en imagerie confocale, avec un 
marquage sélectif des compartiments cellulaires, donneraient des informations sur le devenir 
intracellulaire des NP. Par ailleurs, des expériences d’inhibition sur des lignées exprimant de 
façon stable la protéine fireflyLuc2p permettraient d’écarter l’hypothèse que la transfection du 
système rapporteur par la lipofectamine 2000, effectuée 24 heures avant l’expérience, aide à 
l’internalisation des NP et à la libération des siRNA. Une autre façon d’écarter cette hypothèse 
est d’utiliser l’inhibition d’un gène endogène. 
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Annexes 
1. Réactifs 
Le DMF (99,9%) a été séché sur tamis moléculaire et cryodistillé avant d’être utilisé. Le 
DMSO anhydride (tamis moléculaire) (Acros), la N,N-diisopropyléthylamine (DIPEA) (99,5%, Alfa 
aeser),  le 3-chlorure de propylamonium (98%, Sigma-Aldrich), le borocyanohydrure de sodium 
(NaBH3CN) (95%, Sigma-Aldrich), l’azoture de sodium (99%, Sigma-Aldrich), la propargylamine 
(+98%, Acros), le N,N,N’,N’’,N’’-pentaméthylediéthylènetriamine (PMEDTA, 99%+, Acros), le N-
CarboxyAnhydride de glutamate de benzyle (Isochem), le hyaluronane (Life Core), le dextrane 
(Pharma Cosmos), les PLA et PLGA (Boehringher) ont été utilisés sans purification. Le CuBr (98%, 
Sigma-Aldrich) a été purifié en suivant une procédure standard.[1] Le tampon acétate est préparé 
à partir de la base Acétate de sodium (Sigma-Aldrich) et d’acide acétique. Les solvants comme le 
méthanol et le diéthyl éther sont utilisé sans purification particulière. 
2. Synthèse des copolymères à blocs amphiphiles 
2.1 Synthèse du 3-azidoaminopropane 
La synthèse du 3-azidoaminopropane se fait en chauffant 60 mL d’une solution aqueuse de 3 
chlorure de propylammonium (8 g, 61,53 mmol) et de NaN3 (3 équivalents, 12 g, 184,59 mmol) à 
80°C pendant 15 h. Après avoir concentré la solution par évaporation rotative sous vide, la 
solution est refroidie dans un bain de glace. Des pastilles de KOH (8 g) et de l’éther éthylique 
(100 mL) sont ajoutées en gardant la température inférieure à 10°C. Après séparation de la 
phase organique, une extraction du produit de la phase aqueuse est réalisée dans l’éther 
éthylique (2*40mL). Les différentes phases organiques sont collectées, séchées sur NaSO4, puis 
concentrées pour donner un liquide visqueux que l’on purifie par cryodistillation. Rendement 5,2 
g (65 %). RMN 1H ([d6] DMSO) δ 3.4 (2H, CH2N3), 2.6 (2H, CH2NH2), 1.6 (2H, CH2CH2CH2) et 1.4 
(2H, NH2). 
2.2 Synthèse du bloc PBLG 
Dans une boîte à gants, on introduit le NCA de glutamate de benzyle (3 g, 11,41 mmol) dans 
un Schlenk préalablement flammé sous vide. Sous atmosphère inerte, on le solubilise dans le 
DMF anhydre (0.1 g/mL, 10% w/w), puis l’amorceur, le 3-azidoaminopropane (27µL, 280 µmol, 
pour un DP théorique de 23 en PBLG), est introduit à l’aide d’une seringue en verre. Le mélange 
réactionnel est agité 24 heures à 25°C sous atmosphère inerte (azote). Le produit final est 
récupéré par précipitation dans l’éther éthylique et séché sous vide. 
2.3 Fonctionnalisation des blocs polysaccharides 
L’amination réductrice de l’extrémité des polysaccharides se fait en ajoutant 100 équivalents 
de propargylamine (≈5 mL) et 100 équivalents de NaBH3CN (≈5 g de HYA = 1.25
e-3 mole, 
*100*62.8=7.85 g et pour le dextrane c’est encore différent) à 5 g d’acide hyaluronique ou de 
dextrane dans 250 mL de tampon acétate 0.1 M à,pH 5,6. La température de réaction est 
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respectivement de 50°C et 60°C pour le dextrane et le hyaluronane. La durée de réaction dans 
les deux cas est de 5 jours.  
A la fin de la réaction, le milieu réactionnel est concentré 20 fois par évaporation rotative 
sous vide dynamique et les polysaccharides sont purifiés par précipitation sélective dans le 
méthanol à 4°C. Pour obtenir une bonne purification un volume de méthanol 20 fois supérieur 
au volume de la solution concentré est utilisé pour précipiter le polymère et garder en solution 
les réactifs en excès. Le polysaccharide précipité est récupéré par centrifugation à 8000g 
pendant 20 minutes à 4°C. Le culot est ensuite rincé par 3 cycles de dispersion du culot dans le 
méthanol à 4°C puis centrifugation. Puis le culot est séché sous vide dynamique à 40°C pendant 
3 jours. Rendement > 95%. 
2.4 Fonctionnalisation des blocs polyester 
Le PLGA ou le PLA sont dissous dans le DMSO (3 g dans 30 mL), puis le DIPEA (3 équivalents, 
220 µL, 1,29 mmol), le 3-azidoaminopropane (7 équivalents, 300 µL, 3,01 mmol) et l’EDC (6 
équivalents, 490 mg, 2,58 mmol) sont ajoutés La réaction est effectuée à 25°C sous agitation 
pendant 24 h. La purification se fait par précipitation sélective dans le méthanol à 4°C. Pour 
obtenir une bonne précipitation un volume 20 fois supérieur au volume réactionnel est utilisé. Le 
précipité est récupéré par centrifugation à 8000g, à 4°C pendant 20 minutes. Le surnageant est 
éliminé et le culot est rincé par 3 cycles de dispersion du culot dans le méthanol et centrifugation 
dans les mêmes conditions que précédemment.  Rendement : 76% 
2.5 Synthèse des copolymères à blocs par « Chimie Click » 
Les couplages par « Chimie Click » entre les blocs hydrophobes et les blocs hydrophiles ont 
été réalisés dans le DMSO anhydre. Typiquement, le polysaccharide est d’abord dissout dans le 
DMSO à 50°C pour le dextrane et 60°C pour le hyaluronane (2 équivalents de polysaccharides 
par rapport au bloc hydrophobe sont engagés, la concentration massique en polysaccharide 
étant de 4%. On ajoute le bloc hydrophobe et le milieu réactionnel est agité pendant 20 min. 
Lorsque le mélange est homogène le PMDETA est ajouté (2 équivalents) et le milieu réactionnel 
est dégazé par trois cycles congélation-décongélation, en alternant bain d’azote liquide et bain 
d’huile à 50°C le tout sous vide dynamique. Enfin, le CuBr est ajouté (2 équivalents) sous 
atmosphère d’azote, pour éviter que de l’oxygène ne désactive le Cu(I) indispensable à la 
catalyse de la réaction. Le mélange réactionnel est chauffé sous agitation pendant 3 jours. La 
purification du copolymère est réalisée par dialyse (membrane de 50kDa) contre de l’eau 
distillée pendant au moins 5 jours avec deux changements par jour. Le produit final est collecté 
par centrifugation (8000g, 30 min) et séché à 40°C sous vide dynamique durant 3 jours. 
Une précision s’impose en ce qui concerne l’acide hyaluronique. En effet, pour que ce 
polymère soit soluble dans le DMSO, il doit subir au préalable un traitement acide pour être sous 
sa forme protonée. Le protocole consiste à dissoudre le hyaluronane (200 mg/mL) dans de l’eau 
déionisée, ajuster le pH à 2 en ajoutant une solution d’acide chlorhydrique à 1M, précipiter le 
polymère dans 300 mL de méthanol, collecter par centrifugation et finalement le sécher à 40°C 
sous vide. Dans le cas du copolymère le protocole est encore plus simple, il suffit d’ajuster les 
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trois derniers bains de dialyse à pH = 2 pour protoner les fonctions carboxyliques de l’acide 
hyaluronique et permettre d’éliminer les traces de cuivre (II) qui pourraient être complexées par 
les charges négatives du copolymère. 
3. Caractérisation des polymères et copolymères à blocs 
3.1 Spectroscopie infrarouge à transformer de Fourier 
Les spectres infrarouges ont été obtenus avec un spectromètre Perkin-Elmer 1720 
présentant une résolution de 1 cm-1 et un domaine spectral compris entre 4000 cm-1 et 500 cm-1. 
Les différents échantillons ont été analysés après incorporation dans une pastille de KBr. Les 
spectres obtenus ont été, dans tous les cas, corrigés par une référence de pastille de KBr. 
3.2 RMN du proton 
Les spectres de résonance magnétique nucléaire du proton (RMN-1H) des échantillons ont 
obtenus dans des solvants deutérés (D2O, DMSO-d6 and CDCl3), à une concentration massique de 
2%. L’analyse a été réalisée à 400 MHz sur un appareil BRÜKER AC400 et à température 
ambiante. Les spectres RMN ont été réalisés avec 32 ou 64 scans en fixant le temps de relaxation 
à trois secondes dans le cas des polysaccharides. 
3.3 Chromatographie d’exclusion stérique (CES) 
Les masses molaires ainsi que les indices de polymolécularité des homopolymères PBLG ont 
été déterminés par CES dans le DMF + LiBr (1g/L) à 60°C (0.8 mL/min), à l’aide d’un appareil 
Waters (Alliance GPCV2000). Le système d’analyse est équipé de trois colonnes TSK (7.8x30 cm, 
5 µm, G2000, G3000 et G4000 HHR avec une taille de pore respective de 250, 1500 et 10 000 Å) 
et un détecteur par réfractométrie différentielle (Jasco, RI-1530). Le dispositif est calibré à l’aide 
de standard de polystyrène linéaire. 
3.4 Analyses enthalpique différentielle (DSC) 
Les thermogrammes d’analyse enthalpique différentielle ont été obtenus avec un appareil de 
mesure DSC Q100 de TA instrument, sous courant continu d’hélium. Les mesures ont été 
effectuées avec des variations de température de -50°C à 150°C à une vitesse de 10°C/min. 
3.5 Dosage conductimétrique des fonctions acides des polyesters 
La cellule conductimétrique est placée dans 20 mL de solution à doser, sous agitation (350 
rpm). Pour une meilleure précision, l’ajout de la solution titrante se fait par micro-seringue. Il est 
important de sécher la micro-seringue entre chaque ajout pour ne pas contaminer les solutions 
titrée et titrante. Afin d’éviter l’évaporation des solutions, les ajouts et les prélèvements se font 
à travers une couche étanche de parafilm. Avant chaque mesure pour éviter toute impureté ou 
dilution de la solution à doser, la cellule conductimétrique est rincée à l’eau, à l’éthanol, puis  
séchée.  
Comme tout dosage, il est nécessaire d’effectuer une calibration de l’appareil et des 
solutions titrantes. Pour la calibration, un dosage acide fort/ base forte est réalisé avec 20 mL 
217 
 
 
 
d’acide chlorhydrique (2 mmol.L-1) et de la potasse éthanolique (24 mmol.L-1). Théoriquement, le 
volume de potasse éthanolique à ajouté pour atteindre le point de neutralisation est de 1666 µL. 
          
         
         
 
          
        
  
         
En traçant la conductivité de la solution d’acide chlorhydrique par rapport au volume de 
KOH-EtOH ajouté (par pallier de 100 µL) on obtient le graphique de la figure 108. Le point 
d’équivalence correspondant à la neutralisation se situe entre 1600 et 1700 µL. Les résultats 
expérimentaux sont en concordance avec le calcul théorique validant le mode opératoire.  
 
Figure 108- Dosage conductimétrique (A) de l’acide chlorhydrique par la potasse 
éthanolique et (B) de l’acide acétique par la potasse  
Dans le cas des polyesters, polymères hydrophobes, le solvant de la solution à doser se 
trouve être le DMSO. Etant donné la mauvaise solubilité de l’éthanol dans le DMSO, la potasse 
éthanolique est remplacée par de la potasse. Et enfin pour éviter toute agrégation des 
polyesters, le ratio eau/DMSO doit être suffisamment bas. Pour cela une solution concentrée de 
potasse (200 mmol.L-1) et un ajout par palier de 10 µL a été utilisée pour le dosage de 20 mL 
d’acide acétique dans le DMSO (2.5 mmol.L-1) pour optimiser le mode opératoire. 
Théoriquement, le volume de potasse à ajouter pour atteindre le point de neutralisation est de 
250 µL. 
     
                 
    
 
     
          
   
        
Le graphique de la figure 108B montre que le point d’équivalence, correspondant à la 
neutralisation de toutes les fonctions acides, se situe entre 240 et 250 µL. Les résultats 
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expérimentaux sont en concordance avec le calcul théorique validant à nouveau le mode 
opératoire. 
4. Propriétés physico-chimiques des copolymères auto-assemblés 
4.1 Diffusion dynamique de la lumière (DLS) 
4.2 Microscopie électronique en transmission (MET) 
Les clichés de microscopie électronique en transmission ont été obtenus, à la plateforme 
« Bordeaux Imaging Center », sur un microscope Hitachi H7650 opérant à 80kV équipé d’une 
caméra GATAN orius 11 mégapixels. Les échantillons ont été préparés par la méthode de dépôt 
sur goutte. La figure 109 présente le procédé suivi. Etape 1 : déposer une goutte de 50 µL d’une 
solution de nanoparticules sur une feuille de parafilm, puis mettre la surface filmée 
carbon/formvar de la grille de cuivre (300 Square Mesh, Copper 3,05 mm) en contact avec la 
goutte. Incuber de 5 à 10 minutes, ce temps varie en fonction de la concentration en 
nanoparticule de l’échantillon. Etape 2 : Rincer ou colorer l’échantillon déposé sur la grille en 
répétant l’étape 1 soit sur une goutte d’eau ultra pure, soit sur une goutte d’acétate d’uranyl à 
2% dans l’eau. Etape 3 : l’excès de liquide est éliminé avec un papier filtre et la grille est laissée à 
l’air libre à température ambiante pour sécher. 
 
Figure 109- Protocole de préparation des grilles MET par dépôt sur goutte 
4.3 Microscopie à force atomique (AFM) 
Les images de microscopie à force atomique ont été obtenues sur un microscope NanoScope 
IIIa Multimode de DIGITAL INSTRUMENTS en mode tapping. Les échantillons sont préparés par 
dépôt de quelques gouttes d’une solution de nanoparticules (de concentration 0,01 à 0,1 g/L) 
sur un support de mica, puis évaporation de l’eau. 
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5. Processus d’encapsulation 
5.1 Estimation de la fceau 
Les mesures d’absorbance des solutions nanoprécipitées de copolymères à blocs ont été 
réalisées avec un spectromètre SpectraMAX molecular Devices à une longueur d’onde fixe λ = 
450 nm. Les solutions sont placées dans des cuves dont le volume minimal est de 500 µL. 
Les copolymères sont dissous dans le DMSO à une concentration de 10 mg.mL-1. Ensuite 1 
mL de solution de copolymère/DMSO est placé dans le dispositif de nanoprécipitation et à 
chaque palier de 10% de DMSO l’absorbance de la solution est mesuré. Les volumes 
correspondant sont donnés dans le tableau 25. Pour les systèmes à base de PBLG la 
nanoprécipitation s’est faite à 50°C et la vitesse d’ajout de la phase aqueuse est de 4 mL.min-1. 
Tandis que pour les copolymères à base de PDLLA la température de nanoprécipitation est de 
25°C, à la même vitesse d’ajout que précédemment. L’agitation dans le dispositif est de 375 rpm. 
 
Tableau 35- Volume de solvant aqueux ajouté pour suivre et déterminer la fceau  
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6. Evaluation biologique 
6.1  Matériels 
6.1.1 Souches bactériennes 
La souche X1-Blue d’Escherichia coli, rendue électro-compétente, a été utilisée pour les 
clonages et l’amplification des plasmides recombinants. 
6.1.2 Plasmides 
Le vecteur pGL4.15[luc2P/Hygro] (Promega) possède le gène de la luciférase de luciole sans 
promoteur, un gène de résistance à l’ampicilline pour sa sélection dans les bactéries et un gène 
de résistance à l’hygromycine pour sa sélection dans les cellules eucaryotes. En insérant le 
promoteur virus SV40 en amont de la région codante pour la luciférase firefly 2p, nous avons 
construit le vecteur de notre test biologique gène rapporteur. 
Le pRL-SV40 vector de Promega a eu deux utilités au cours de ce travail de thèse. Il a d’abord 
servi à l’amplification et au clonage de la séquence promotrice SV40 insérée précédemment 
dans le pGL4.15. Puis il a permis de normaliser le signal de la luciférase firefly 2p ciblé par les 
siRNA transfectés, grâce à l’expression de la luciférase renilla.  
6.1.3 Cellules de mammifères 
La lignée de cellules Hela est une lignée humaine dérivée des cellules d’un cancer du col de 
l’utérus, établie à partir d’un prélèvement de métastase effectué sur une patiente atteinte d’un 
cancer du col de l’utérus.[2] 
La lignée de cellules HuH7 a été établie à partir d’un carcinome hépatique humain. [3] 
6.2 Protocol expérimental 
6.2.1 Biologie cellulaire 
Bactéries 
Culture : Les bactéries X1-Blue E.coli  sont cultivées en milieu Luria Bertani (LB), composé de 
Tryptone1%, extrait de levure 0,5%, NaCl 1% et mises sous agitation à 37°C. Lorsque les bactéries 
ont été transformées avec des plasmides exprimant le gène de résistance à l’ampicilline, elles 
sont sélectionnées en culture solide (LB agar, invitrogen), en présence d’ampicilline à 100 µg.mL-
1 et expansées en culture liquide sélective.    
Bactéries électro-compétentes : L’amplification des plasmides est réalisée dans des 
bactéries rendues électro-compétentes. A cet effet, une colonie de bactérie X1-Blue cultivée en 
LB agar non sélectif est mise en culture dans 2 mL de LB pendant 6 heures, à 37°C, sous 
agitation. Puis 125 µL de cette pré-culture est ajouté à 20 mL de LB et est mis en culture sous 
agitation jusqu’à obtenir une DO de 0,5 à 0,6 (phase exponentielle de croissance). 4 mL de la 
culture sont dilués dans 250 mL de LB, ensuite à partir de cette étape tout se fait à 4°C (le 
matériel est refroidi préalablement) la culture est centrifugé 15 minutes à 3000 G. Le culot 
bactérien, repris dans 500 mL d’eau stérile ultrapure est centrifugé dans les mêmes conditions et 
lavé 2 fois avec 250 mL d’eau. Chaque culot est repris dans 4 mL d’eau + 10% glycérol, les culots 
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sont cumulés et centrifugés à nouveau toujours dans les mêmes conditions. Le culot final est 
repris dans 2 mL d’eau + 10% glycérol. Les bactéries sont aliquotées 100 µL/tube 2 mL, plongées 
dans l’azote liquide et stockées à -80°C. 
Transformation des bactéries électro-compétentes : Après décongélation dans la glace, 50 
µL de bactéries sont mélangés à 1-2 µL de produit de ligation (vecteur + insert), après 1 minutes 
à 4°C, le mélange est transféré dans une cuve d’électroporation (Biorad-0,2 cm d’écart) refroidie 
préalablement dans la glace. Les bactéries sont électroporées à 2500 V, 5 ms, à l’aide d’un 
électroporateur, puis immédiatement repris dans 200 µL de milieu SOC. Après 1 heure 
d’incubation à 37°C sous agitation pour permettre aux bactéries de se rétablir du choc 
électrique. 10 à 40 µL sont étalés sur boîte LB additionnée d’ampicilline (100 µg.mL-1) et placé 
dans une étuve à 37°C pendant 24h. Le lendemain, les clones transformés par le plasmide pGL4, 
qui leur a conféré la résistance à l’ampicilline, sont identifiés par PCR sur colonie et amplifiés en 
culture liquide. 
Cellules de mammifères 
Culture : Les cellules Hela et HuH7 sont cultivées dans du milieu DMEM (Dulbecco’s modified 
minimal essential medium, invitrogen) contenant 10% de sérum de veau fœtal (SVF), 1% d’une 
solution d’acides aminés essentiels (invitrogen) et du L-glutamate (Invitrogen) à une 
concentration finale de 2 mM. Les cultures sont réalisées dans des boîtes de 75 cm² dans un 
volume final de 10 mL. Après 3-4 jours de croissance à 37°C sous une atmosphère à 5% de CO2, 
les cellules deviennent confluentes. Les 10 mL d’ancien milieu sont éliminés et les cellules sont 
rincées avec 5 mL de PBS (Phosphate buffered Saline, Invitrogen). Les cellules sont ensuite 
détachées grâce à une solution de trypsine-EDTA (Invitrogen) pendant 3 minutes à 37°C. L’action 
de la trypsine est neutralisée avec l’ajout de 5 mL de DMEM + 10% SVF. Les cellules sont bien 
homogénéisées par aspirations / refoulements, puis transférées dans un tube falcon 15 mL et 
centrifugées 5 minutes à 1000 rpm. Le surnageant est éliminé et les cellules sont reprises dans 1 
mL de milieu DMEM, 200 µL de cette solution sont remis en culture dans 10 mL de milieu frais. 
Une étape de comptage du nombre de cellules est efféctuée en déposant 20 µL de la suspension 
de cellules sur une lame de Malassez. Congélation des cellules : Afin de faire les expériences 
toujours sur la même lignée cellulaire, un pool initial de cellules est divisé et congelé dans l’azote 
liquide. Une fois que les cellules sont arrivées à confluence, elles sont mises en suspension par la 
trypsine-EDTA, centrifugées, reprises dans du sérum avec 10% de DMSO (Fluka) et aliquotées 
dans des tubes de congélation de 2 mL. Les cellules sont congelées dans une boite à congélation 
(remplie d’isopropanol pour abaisser la température 1°C/min) puis déposé à -80°C pendant 24 
heures. Et finalement les tubes seront transférés dans un container d’azote liquide. 
Décongélation des cellules : Le tube de cellules est sorti de l’azote liquide et 5 mL de milieu 
complet à 37°C est utilisé pour décongeler rapidement l’échantillon et dilué le DMSO. Le 
mélange est centrifugé pour éliminer le DMSO resté dans le surnageant. Le culot est remis en 
culture dans 10 mL de DMEM frais à forte densité pour permettre aux cellules de récupérer de la 
congélation. 
        
Transfection des cellules avec les plasmides pGL4.15 et pRLSV40 : 
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Mesure de la viabilité cellulaire : Cette expérience est réalisée dans une plaque 96 puits, 
3000 cellules sont incubées par puits dans 200 µL de milieu avec sérum. Après 24 heures, le 
milieu est retiré et les cellules sont incubées dans du milieu sans SVF (volume final de 100 µL). 
Les concentrations d’incubation de polymersomes sont 1 µg.mL-1, 20 µg.mL-1, 100 µg.mL-1, 500 
µg.mL-1 et 1000 µg.mL-1. Après 24 heures d’incubation avec les polymersomes, deux lavages au 
PBS (100 µL) sont réalisés et les cellules sont réincubées dans 100 µL de milieu avec SVF pendant 
5 jours. La viabilité cellulaire est révélée en ajoutant 20 µL de la solution CellTiter du kit MTS 
(Promega, ref G358A) dans chaque puit. Le MTS est réduit par les déshydrogénase des cellules 
vivantes en formazon permettant ainsi l’apparition d’une coloration violacée. L’analyse est 
réalisée en mesurant l’absorbance à 492 nm (Berthold Technology, MikroWin 2000) dont 
l’intensité est proportionnelle au pourcentage des cellules vivantes. 
Cytométrie en flux : Les cellules sont cultivées en plaque de 24 puits, 50000 cellules sont 
incubées dans 500 µL de milieu complet. Après 24 heures de culture, les puits sont lavés avec 
500 µL de PBS, avant d’ajouter sur les cellules les NP dans 250 µL de DMEM. Après 6h 
d’incubation les puits sont à nouveau rincés au PBS et sont remplis avec 500 µL de milieu 
complet. Au bout de 24 ou 72 heures de culture, les cellules sont lavées avec du PBS puis 
détachées à la trypsine. Après 3 minutes d’incubation, l’ajout de milieu complet permet 
d’inactiver la trypsine. Les cellules sont alors collectées, centrifugées (5 minutes à 1000 rpm) et 
reprises dans du PBS-EDTA 2 mM avec 0,1% de BSA. Les cellules sont analysées sur un cytomètre 
en flux (FACS Canto II). Cette technique permet d’obtenir des informations sur les propriétés 
optiques et fluorescentes des cellules analysées. L’appareil mesure la taille, la granulométrie et 
l’intensité de fluorescence des cellules. Le logiciel de traitement établit un histogramme du 
nombre de cellules en fonction de l’intensité de fluorescence. 
6.2.2 Biologie moléculaire 
Construction du plasmide pGL4.15-SV40 : Les sites de restriction Bgl II et Hind III sont utilisés 
pour permettre le transfère du promoteur SV40. Dans un premier temps, les plasmides sont 
digérés successivement par les enzymes de restriction Hind III et Bgl II. Puis le mélange 
réactionnel est chargé sur un gel d’agarose 0,8% pour observer les résultats de la digestion 
enzymatique (Figure 110). 
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Figure 370- Résultats de la digestion des plasmides pGL4.15 et pRLSV40 par les enzymes de 
restriction Hind III et Bgl II, gel d’agarose 0,8% (tampon Tris-Borate-EDTA 0,5X). A 15 µL d’une 
solution de plasmide à 700 ng.µL-1, sont ajoutés successivement 25,5 µL d’eau, 5µL de tampon 
NEB III (10X, New England Biolabs) et 60 U de Hind III, le mélange réactionnel est incubé à 37°C 
pendant 2h30, puis sont ajoutés 30 U de Bgl II et le mélange est remis à 37°C pendant 2h30. 
Dans le cas du pGL4.15 la digestion génère un petit fragment qui représente une trop petite 
fraction pour être révélé par le gel, mais le profil de migration montre bien qu’il y a eu 
linéarisation du plasmide. Pour pRLSV40, le fragment généré mesure environ 500 pb (paire de 
base) correspondant à la taille du promoteur SV40 est comme indiqué dans la Figure 110. 
Le produit de digestion du pGL4.15 est déphosphorylé par une phosphatase alcaline (CIP, 
NEB). Avant d’ajouter 10 U de CIP, le mélange réactionnel est chauffé à 65°C pendant 15 minutes 
pour désactiver les enzymes de restriction. Après ajout de la CIP le mélange est incubé à 37°C 
pendant 1 heure. Les plasmides sont purifiés par la méthode de phénol/chloroforme. 50 µL de 
phénol/chloroforme/alcool isoamyl (25/24/1) sont ajoutés au mélange réactionnel, qui est 
centrifugé à 13000 G pendant 3 minutes à température ambiante. La phase aqueuse supérieure 
est récupérée puis 5 µL d’acétate de sodium à 3 M pH 5,5 et 150 µL d’éthanol 100% sont ajoutés. 
Le mélange est refroidi à -80°C pendant 1 heure, puis centrifugé à 4°C, pendant 30 minutes, à 
13000 G. Le surnageant est éliminer et le culot lavé avec 250 µL d’éthanol 70%, centrifugé dans 
les mêmes conditions. Le culot est finalement séché à l’air à température ambiante. Le culot de 
chaque digestion est repris dans 20 µL d’eau et chargé sur un gel d’agarose 0,8% TBE 0,5X. Les 
bandes sont révélées par du gelstar (CAMBREX) préalablement incorporé dans le gel. Les 
fragments d’intérêts sont extraits du gel par le kit QIAEX II (Qiagen). La quantité de matériel est 
déterminée par mesure au nanodrop. 2,4 µL d’insert (40 ng) + 2,4 µL de vecteur (200 ng), ce qui 
correspond à 1 mole de vecteur pour 3 mole d’insert, 2 µL de tampon T4 DNA ligase (10X, NEB), 
1 µL de ligase T4 et 12,6 µL d’eau, le mélange réactionnel est incubé à température ambiante 
224 
 
 
 
pendant 1 heure. La construction du plasmide qui permettra de mettre en place le test 
biologique (pGL4.15-SV40), sera issu de la ligation des deux fragments. Suite à cette étape, le 
plasmide est utilisé pour transformer des bactéries électro-compétentes. Et la mise en culture de 
ces bactéries transformées sur gélose LB agar avec de l’ampicilline permet de sélectionner des 
colonies qui amplifient le plasmide d’intérêt. 
Pour vérifier que le plasmide ait bien intégré l’insert SV40, une PCR sur colonie est effectué 
avec des amorces (Rev4 et Fw4) en amont et en aval des sites de restriction utilisés. Les produits 
de PCR sont chargés et migrés sur un gel d’agarose de 1,5% (Figure 111).  
 
Figure 111- Produits de PCR sur colonie de bactéries électro-compétentes transformées 
avec pGL4.15-SV40 et sélectionnées sur gélose LB agar + ampicilline, les amorces Rev4 et Fw4 
ont été utilisés, gel d’agarose 1,5% (TBE 0,5X) + BET (1µg.mL-1)  
Les produits de PCR des clones 1, 2, 3, 5, 6 et 8 sont d’environ 500 pb, taille attendue si le 
promoteur SV40 s’est bien inséré dans le multisite de clonage du plasmide. Le clone 4 est un 
faux positif et le clone 7 a été transformé par un vecteur qui s’est refermé sans l’insert. Une 
culture liquide est alors lancée sur les clones 1, 2 et 3 pour faire des midiprep (extraction des 
plasmides par un kit de chez Sigma).  
Amplification du plasmide pGL4.15-SV40 : 2 µL du produit de ligation est utilisé pour 
transformer des bactéries électro-compétentes. Les bactéries sont ensuite sélectionnées sur LB 
solide + ampicilline. Une PCR (Polymerase Chain Reaction) sur colonie est réalisée à l’aide des 
primers Rev4 (5´-dGACGATAGTCATGCCCCGCG-3´) et Fw4 (5´-dCTAGCAAAATAGGCTGTCCC-3´). 
Une colonie est diluée dans 10 µL d’eau, puis 2 µL de cette solution sont ajoutés à un mélange 
réactionnel constitué de 5 µL de tampon Taq (10X, NEB), 1 µL de dNTP (1 mM), 1 µL de Rev4 (10 
µM), 1 µL de Fw4 (10 µM), 33,5 µL d’eau et 0,5 µL de Taq (5 U/µL, NEB). La PCR est effectuée sur 
un Biometra avec le programme suivant : 94°C/10 min, (94°C/20s, 55°C/30s, 72°C/30s) X 30, 
20°C/pause. Le produit de la PCR de taille attendu est déposé et migré sur un gel d’agarose 1,5% 
dans du TBE 0,5X.    
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Gel d’agarose : 0,8 mg d’agarose sont fondus au four à micro-ondes dans 100 mL de tampon 
0,5X de TRIS-Borate EDTA (X = Pour 1L de solution, 10,8 g TRIS Base + 5,5 g de Borate + 0,7 g 
EDTA sont solubilisés). Une fois la solution refroidie (50-60°C), 1 µL de bromure d’éthidium à 10 
mg.mL-1 (Sigma) ou gelstar (CAMBREX) est ajouté pour révéler l’ADN par fluorescence grâce à 
transilluminateur (Syngene, stratagène).   
6.2.3 Biochimie 
Lyse des cellules : 48 ou 72 heures après transfection des siRNA, les cellules sont lavées au 
PBS, puis incubées 10 minutes à 4°C dans 100 µL de tampon de lyse fourni avec le kit Dual-
Luciferase Reporter Assay system (Promega). Les cellules lysées sont récupérées et le lysat 
homogénéisé par pipetage successif. Le surnageant contenant les protéines peut être utilisé 
pour l’analyse de l’activité luciférase ou conservé à -80°C.   
Mesure de l’activité luciférase : L’activité luciférase est mesurée grâce au kit Dual-Luciferase 
Reporter Assay System (Promega). L’activité firefly luciférase est mesurée sur 10 µL de lysat 
cellulaire auxquels sont ajoutés 50 µL de substrat luciférine. La lumière produite lors de la 
réaction enzymatique est détectée à température ambiante, à l’aide d’un luminomètre (Berthold 
Technologies Lumat LB 9507) pendant 12 secondes. Ensuite, est ajouté un inhibiteur de la 
luciférase firefly et la coelenterazine, substrat de la luciférase renilla. Le signal lumineux émis  est 
mesuré comme précédemment. 
 
Figure 112- Activités des luciférases firefly et renilla après incubation avec les complexes 
PEI-siRNA à des concentrations croissantes de siRNA. La mesure de l’activité enzymatique des 
deux luciférases s’est faite à 48 heures après incubation des cellules Hela avec les complexes 
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Figure 113- Activités des luciférases firefly et renilla après incubation avec les complexes 
PEI-siRNA à des concentrations croissantes de siRNA. La mesure de l’activité enzymatique des 
deux luciférases s’est faite à 72 heures après incubation des cellules Hela avec les complexes 
 
Figure 114- Activités des luciférases firefly et renilla après incubation avec les NP (PEI-
siRNA/HA-b-PBLG) à des concentrations croissantes de siRNA, les complexes ont été 
encapsulés avec une solution de copolymère à 1 g.L-1, la mesure de l’activité enzymatique des 
deux luciférases s’est faite à 72 heures après incubation des cellules avec les NP 
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Figure 385- Activités des luciférases firefly et renilla après incubation avec les NP (PEI-
siRNA/HA-b-PBLG) à des concentrations croissantes de siRNA, les complexes ont été 
encapsulés avec une solution de copolymère à 0,25 g.L-1, la mesure de l’activité enzymatique 
des deux luciférases s’est faite à 72 heures après incubation des cellules avec les NP 
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